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Resumo

O uso de larvas da mosca soldado negra (Hermetia illucens L. 1758.) pode representar
uma forma eficiente para reciclar residuos organicos, como estrumes e produzir compostos de
alta qualidade para incorporacdo em solos agricolas e biomassa larvar que pode ser usada na

producdo de biodiesel.

No presente estudo, o objetivo foi determinar o efeito de trés diferentes tipos de es-
trume (frango, bovino e suino) usados na preparacao do substrato inoculado com larvas juvenis
de mosca soldado negra sobre o peso das larvas aos 4, 8, 11 e 14 dias ap6s a inoculagdo, com-
posicdo centesimal e composicdo mineral das larvas qualidade final do fertilizante organico

(frass), aos 14 dias, bem como o indice de conversdo em biomassa larvar.

Relativamente as larvas foi possivel observar que no ensaio com estrume de aves e de
suino, as larvas criadas no estrume foram mais pesadas que os controlos 53.9 e 36.36% respe-
tivamente. Foi possivel observar indices de bioconversédo de 9.2 a 18.8%. No que diz respeito
ao frass foi observada uma diminuigdo de humidade de cerca de 20% nos grupos experimentais

em comparacdo com os grupos de controlo.

Foi possivel concluir que as BSFL tém capacidade de se desenvolverem em estrume e
que o substrato com melhores resultados em termos de qualidade das larvas, assim como do
frass, foi a mistura com estrume de suino. Estes resultados demonstram que este seria um bom

método para tratamento de efluentes.

Palavras-Chave: Mosca soldado negra, estrume, frass, bioconverséo, sustentabilidade
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Abstract

The use of black soldier fly larvae (Hermetia illucens L. 1758.) can represent an effi-
cient way to recycle organic waste such as manure and produce high-quality composts for in-
corporation into agricultural soils and the larvar biomass can be used in the production of bio-
diesel.

In the present study, the objective was to determine the effect of three different types
of manure (chicken, beef and swine) used in the preparation of the substrate inoculated with 5-
day-old black soldier fly larvae on the larvae weight at 4, 8, 11 and 14 days after inoculation,
centesimal composition and mineral composition of larvae and final frass quality at 14 days, as
well as the larval biomass conversion rate.

Regarding the larvae, it was possible to observe that in the test with chicken and swine
manure, the larvae reared in the manure were heavier than the controls 53.9 and 36.36% respec-
tively. It was possible to observe bioconversion rates from 9.2 to 18.8%. Regarding the frass, a
decrease in the humidity of about 20% was observed in the experimental groups when compared
with the control group.

It was possible to conclude that BSFL can develop in manure and that the substrate
with the best results in terms of larvae quality, as well as frass, was the mixture with swine
manure. Therefore, these results show that this method would be a good method to use in efflu-
ent treatment.

Keywords: Black soldier fly, manure, frass, larvae, sustainability
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Abreviaturas

Hg — micrograma

AMP — peptideo antimicrobiano

BCE — controlo frass no ensaio de estrume de bovino

BCL — controlo larvas no ensaio de estrume de bovino

BE — ensaio de estrume de bovino

BSF — mosca soldado negra, do inglés black soldier fly

BSFF — frass de mosca soldado negra, do inglés black soldier fly frass
BSFL — larvas de mosca soldado negra, do inglés black soldier fly larvae
C/N — carbono/azoto

Ca — caélcio

CFU — unidades formadoras de coldnias

CH4 — metano

CO2 — didxido de carbono

Cu — cobre

EAAP — Federagéo Europeia de Ciéncia Animal, do inglés The European Federation of Animal

Science
Et al. — e outros, da locuc¢do latina “et alli”
EZN — Estacdo Zootécnica Nacional

FAO — Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura, do inglés Farm

and Agriculture Organization
Fe — ferro

g —grama

GB — gordura bruta

GCE - controlo frass no ensaio de estrume de frango
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GCL - controlo larvas no ensaio de estrume de frango
GE — ensaio de estrume de frango

GEE - gases de efeito de estufa

h — horas

HT — humidade total

INIAV — Instituto Nacional de Investigacdo Agréaria e Veterinaria
K — potassio

K20 — 6xido de potéssio

Kg — quilograma

Mg — magnésio

Mn — manganés

MS — matéria seca

N — azoto

N20 — 6xido nitroso

Na — sodio

NHs — amoniaco

O2— oxigénio

°C — graus Celcius

MO — matéria organica

P — fosforo

P20s — pentdxido de fosforo

PME - pequena média empresa

SCE - controlo frass no ensaio de estrume de suino

SCL — controlo larvas no ensaio de estrume de suino
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SE — ensaio de estrume de suino
Zn —zinco

p — significancia
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1. Atividades de Estagio

1.1. INIAV - Polo de Investigacédo da Fonte Boa (estacéo zootécnica nacional) e Ingre-
dient Odyssey SA (EntoGreen)
O estégio na EntoGreen teve inicio no dia 8 de outubro de 2020 e terminou no dia 19
de abril de 2021.

1.1.1. Atividades desenvolvidas

No primeiro periodo do estagio, a autora esteve envolvida no processo de producéo/re-
producdo da mosca soldado negra (BSF), que foi depois utilizada no projeto experimental como
ferramenta para a biodigestdo de estrumes de diferentes espécies (aves, suinos e bovinos). Este
processo incluiu a recolha e pesagem dos ovos de mosca, producdo de larvas juvenis através de
producdo de unidades de maternidade, inoculacéo de substrato com larvas e producéo de larvas
e pupas. Nesse processo, diferentes etapas do processo produtivo foram acompanhadas pela

autora a fim de cumprir um periodo de habilitacdo para a execucéo do trabalho de investigacéo.

No segundo periodo do estagio, a capacidade de biorremediacéao das larvas de Herme-
tia illucens (L. 1758) foi testada em substratos preparados com estrumes de aves (frangos),
suinos e bovinos. Em todos os ensaios, a sequéncia de eventos foi similar e seguida no tempo.
O primeiro, segundo e terceiro ensaios foram iniciados em 22 de janeiro, 15 de fevereiro e 26
de marco com substrato de frangos, suinos, e bovinos respetivamente. Devido a constrangimen-

tos logisticos, 0 ensaio com estrume de frango foi repetido.

Durante o desenvolvimento do trabalho experimental, a autora realizou medi¢bes do
peso das larvas e da temperatura do substrato em biodigestdo nos dias 4, 8, 11 e 14 dos respe-
tivos ensaios. No final de cada ensaio a autora peneirou as unidades de biodigestéo, pesou o
total de larvas obtidas e recolheu amostras para serem analisadas na esta¢do zootécnica nacional
(EZN).

Durante este periodo foi também possivel participar na redacdo de um resumo e cons-
trucdo de um poster para apresentar no congresso da Federacdo Europeia de Ciéncia Animal
(EAAP) de 2021 em Davos (Apéndice | — Poster apresentado no congresso da EAAP 2021).
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1.2. INIAV - Oeiras
O estagio no INIAV de Oeiras teve inicio no dia 15 de fevereiro e terminou no dia 6

de junho.

1.2.1. Atividades desenvolvidas

Nesta fase do estagio a autora auxiliou na realizacdo de um ensaio de vasos com o obje-
tivo de avaliar o potencial da mistura de excrementos de insetos e partes de insetos mortos,
assim como residuos de substrato alimentar, definido como frass, como fertilizante organico
para o0 azevém. Este processo incluiu o auxilio na criacdo de unidades experimentais, a rega de
vasos, corte do azevém e auxilio nos processos laboratoriais necessarios. Durante esta fase do

estagio a autora realizava a rega dos vasos duas vezes por semana.
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Introducéo

Ao longo dos anos tem existido um aumento exponencial da populagdo mundial. Em
2050, estima-se que a mesma ird atingir um total de 9 mil milhdes de habitantes (FAO, 2013).
Este aumento populacional tem aumentado a procura por alimentos de origem animal e aumen-
tado o volume dos residuos gerados, tais como estrumes e efluentes (Ci¢kova et al., 2015).
Nesse contexto, o grande desafio é aplicar métodos eficientes de reaproveitamento e reciclagem
de residuos, os quais devem contemplar a reducéo da emissdo dos gases de efeito estufa (GEE)
e do uso da agua e gerar produtos finais que possam aumentar a seguranca e a qualidade ali-
mentar e conservacao de solos.

Um método de tratamento de residuos organicos oriundos de exploracdes pecuarias é
a compostagem, mas esta técnica utilizada de forma classica tem aspetos negativos tais como:
0 tempo e o custo do processo, o odor libertado nas areas de tratamento, a eventual atracdo de
parasitas e a emissdo de GEE (Grossi et al., 2019).

Os residuos organicos podem ser usados de forma mais sustentavel na composicao de
substrato para insetos na sua forma larvar. Uma das espécies utilizadas na bioconversao de
residuos organicos é a mosca soldado negra ou black soldier fly. Estudos com esta espécie, a
Hermetia illucens L. (1758) tém demonstrado aumentos na qualidade dos residuos em diferen-
tes aspetos tais como: a diminuigcdo da matéria organica, diminuigdo da carga de microrganis-
mos patogénicos, diminuicdo da emissdo de GEE, reducdo de contaminantes, entre outros (Gold
etal., 2018).

A utilizacdo das larvas de mosca soldado negra (BSFL) como uma ferramenta de bi-
orremediacdo de residuos organicos como o estrume pode permitir um processo mais limpo e
eficaz do que a compostagem tradicional, e a obtencdo de biomassa larvar de alta qualidade
além de um fertilizante organico rico em nutrientes denominado frass (Cic¢kova et al., 2015).

Por outro lado, os estudos de bioconversdo de substratos produzidos com residuos da
producdo animal (estrumes), bem como a qualidade do frass e da biomassa larvar séo escassos.

Neste sentido, trés ensaios foram conduzidos para estudar o desenvolvimento de larvas
de BSF, a producdo do frass, utilizando diferentes fontes de matéria organica (estrumes de aves,

suinos e bovinos) para a preparagdo do substrato a digerir pelas larvas.

Para determinar os possiveis efeitos do tipo de matéria organica (estrume) utilizado,

0s seguintes parametros foram estudados:
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lada em substratos preparados com estrume de aves, suinos e bovinos

Temperatura do substrato em biodigestao e peso das larvas aos 4, 8, 11 e 14 dias, compre-
endendo as diferencas entre grupos (controlo e experimental) e espécies (frangos, suinos
e bovinos), e a relacdo entre as variaveis temperatura e peso das larvas;

composicdo do frass nos grupos experimentais e controlos do frass para as variaveis (ma-
téria seca, humidade total, azoto, proteina bruta, fésforo, potassio e zinco), compreen-
dendo as diferencas entre grupos e especies;

os resultados obtidos nas larvas nos grupos experimentais e controlos das larvas para as
variaveis (matéria seca, humidade total, azoto total, cinzas, proteina bruta e fibra bruta
indice de bioconversdo e peso final apds a separacdo do frass), compreendendo as dife-
rengas entre grupos e espécies;

relagdo entre as variaveis (matéria organica inicial do frass, azoto do frass, proteina do
frass, indice de bioconversao, peso final das larvas, gordura bruta das larvas) nos grupos

experimentais
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2. Revisdo Bibliografica

2.1.  Maneio convencional de residuos - compostagem

A utilizagdo de residuos orgénicos como fertilizantes sem tratamento prévio acarreta
um excesso de minerais no solo e corpos de agua, principalmente azoto e fosforo, os quais
promovem a poluicdo de ambos. O tratamento destes residuos possibilita a reciclagem de nu-
trientes. Desta forma, estes minerais podem ser disponibilizados ao solo melhorando as suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas (Salomao et al., 2018).

Atualmente, a compostagem é um dos métodos adequados mais utilizados na fracdo
dos residuos que é tratada. Este processo consiste na oxidacao exotérmica aerobia de um subs-
trato organico que induz a producao de didxido de carbono (CO3) e libertacdo de substancias
minerais com o intuito de formar matéria organica estavel e livre de microrganismos patogéni-
cos. A compostagem é dependente das condi¢cdes de temperatura, humidade, relacdo car-
bono/azoto (C/N), pH e quantidade de ar fornecida ao composto (Fernandes & Silva, 1999).

O principal método de compostagem utilizado no tratamento de efluentes da pecuéria
é 0 método de pilhas ou leiras (Westerman & Bicudo, 2005). Estas leiras sdo revolvidas perio-
dicamente para promover a aeracao interna e acelerar o estado de maturagao do composto. O ar
atmosférico entra na pilha de compostagem suprindo-o de oxigénio (O2). Um aspeto negativo
deste método € o tempo necessario para a compostagem, que pode ter uma duracdo de doze

meses, dependendo do tipo de residuo a ser compostado (Fernandes & Silva, 1999).

2.2. Problemas associados a compostagem convencional

A compostagem é um processo caro, trabalhoso e demorado. A compostagem de larga
escala apresenta problemas tais como o odor e presenca de parasitas levando ao encerramento
de vérias instalacdes agropecuérias devido a queixas. Para além disso, a compostagem quando
instavel vai emitir amoniaco (NHs) e GEE como o oxido nitroso (N20) e o metano (CHa)
(Westerman & Bicudo, 2005). Outro problema que decorre do maneio inadequado dos residuos
organicos é o desequilibrio nutricional quando o composto € colocado no solo, principalmente
de azoto e fosforo (Raksasat et al., 2020).

A industria pecuéria € responsavel por 64%, 37% e 65% das emissdes de NH3z, CHs e
N20 antropogeénicos, respetivamente (Steinfeld et al., 2006), sendo que 30% destes valores esta
atribuido ao maneio de estrume (Bernet & Béline, 2009). Uma forma de medir o impacto destes

gases no aquecimento global é através da sua comparacéo com o CO: (equivalentes de didxido
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de carbono). No que se refere ao CHs e ao N2O estes tém, respetivamente, um efeito no aqueci-
mento global 28 e 275 vezes superior ao CO2. A emissédo de GEE varia consoante a espécie,

como demonstrado na Figura 1 (Grossi et al., 2019).
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Figura 1 - Incidéncia de GEE de fermentacdo entérica e armazenamento de estrumes de acordo com o tipo de
animal. (Adaptado de Grossi et al. 2019)

A emissdo de GEE a partir do estrume resulta da alta composicdo em matéria organica
e azoto. O CH4 e 0 CO> séo formados em condic¢des de anaerobiose pela decomposicéo bacte-
riana da matéria orgénica. Por outro lado, o N2O é formado em condicdes de anaerobiose, onde
0 azoto € nitrificado e em aerobiose onde o0 azoto € desnitrificado (Grossi et al., 2019). Estas
condicdes sdo fornecidas pelos processos de aeracdes na compostagem.

Outros aspetos negativos relacionados com a compostagem tradicional de estrume séo
as contaminacfes com metais pesados (Wang et al., 2018), residuos de medicamentos veteri-
narios e agentes patogénicos como Salmonella spp. e Escherichia coli (Miranda et al., 2019).
Os ecossistemas aquaticos e terrestres sdo particularmente sensiveis e alguns efeitos nocivos da
contaminacéo sdo a diminuigédo da capacidade reprodutiva, alimentar e do crescimento, assim
como a diminui¢do da capacidade de fuga aos predadores (Oliveira et al., 2009).

Quando o resultado de uma ma compostagem é incorporado ao solo, o excesso de
nutrientes, em especial o fésforo leva a uma lixiviagdo por escoamento e erosdo continua da
superficie do solo. O escoamento vai resultar na presenca destes nutrientes nos corpos de agua,
que pode desencadear a eutrofizacdo (Attiogbe et al., 2019; Citkova et al., 2012; Raksasat et
al., 2020; Zhang & Schroder, 2014). O ciclo do azoto e do fosforo foram identificados como
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fatores-chave que devem ser mantidos dentro de determinados niveis de forma a manter os
sistemas ecologicamente estaveis (Rockstrém et al., 2009).

InGmeras estratégias foram propostas ao longo do tempo para tratar efluentes, contudo
a maioria delas, como o caso da compostagem, apresentam desvantagens que sdo limitantes na
pratica. Assim novos conceitos de tratamentos de residuos precisam ser estudados como alter-
nativa efetivas e sustentaveis. Uma nova abordagem para esse fim € a utilizacéo de insetos como

biorremediadores.

2.2.1 Utilizacdo de insetos como biorremediadores

Alguns grupos de insetos tém como fonte priméria de alimento os residuos organicos
em decomposicdo, incorporando os nutrientes e reduzindo a quantidade destes residuos na na-
tureza (Cickova et al., 2015). Esses nutrientes s&o convertidos em biomassa larvar e um residuo
semelhante a um composto imaturo (Xiao et al., 2018; Zurbriigg et al., 2018). Outra vantagem
neste processo s&o os seus periodos de desenvolvimento relativamente curtos. Desta forma va-
rios insetos sdo uma alternativa para 0 maneio de matéria organica, nomeadamente, de diferen-
tes tipos de efluentes (Cickova et al., 2012).

A utilizacdo de larvas de insetos para a decomposi¢do de residuos organicos pode ser
uma melhor alternativa em comparacgao com outras técnicas de compostagem, pois as operaces
sdo de facil execucdo e tem uma menor pegada ecolodgica (Singh & Kumari, 2019).

No maneio dos residuos da producdo pecuéria, a forma larvar de moscas funcionam
como biorremediadores de estabilizacdo do composto (Liu, Wang & Yao, 2019). Conforme
descreveram Donlon e Bauder (1980, cit. por Ewuim, 2013) a biorremediacdo esta definida
como “uso de processos biolégicos para degradar, decompor, transformar e/ou remover con-
taminantes do solo assim como da agua”.

As espécies utilizadas como biorremediadores variam conforme o tipo de residuo
usado na formacdo do substrato. As diferentes espécies tém diferentes caracteristicas como o
tamanho, a adaptabilidade as condi¢fes da matéria organica fornecida, duracdo do tempo do
estado larvar, entre outros que influenciam a sua capacidade de biorremediagéo (Cickova et al.,
2015). Adicionalmente, a escolha da espécie deve preservar o equilibrio do ecossistema, isto €,

as novas especies devem contemplar aquelas naturalmente existentes nas condi¢fes ambientais.
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2.3 Mosca soldado negra Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidae)

A principal espécie utilizada na compostagem € a mosca soldado negra, nativa do con-
tinente americano e atualmente introduzida em regides subtropicais e tropicais por todo o
mundo (Ci¢kova et al., 2015). A Hermetia illucens, pertencente a ordem Diptera e a familia
Stratiomyidae (Surendra et al., 2016), é saprofitica e consegue adaptar-se em ambientes rigo-
rosos, tal como efluentes com bactérias e fungos (Guo et al., 2021). Os residuos organicos
provenientes de plantas podem, também, ser decompostos e reciclados pelas larvas desta espé-
cie (Park et al., 2014).

2.3.1 Ciclo de vida

A mosca soldado negra tem um ciclo de vida curto com cerca de um a dois meses,
podendo ser alongado a seis meses, caso as condi¢cdes sejam desfavoraveis para o seu desen-
volvimento (Costa et al., 2018). O seu ciclo de vida é composto por quatro fases: ovo, larva,
pupa e mosca (Figura 2). Em condi¢es ideais, as larvas da mosca soldado negra podem passar
ao estado de pré-pupas em apenas duas semanas (Salomone et al., 2017). Durante esta fase vai
ocorrer a biodigestdo dos materiais organicos (Kim et al., 2011).

Pupa o
Duragdo: 10 dias a meses (8
/4 1
7 JAdulto
Duragéo: 5 a 8 dias
S
) Ovos ’
Pré-pupa Ne: 500 a 900
Duragéo: 7 dias Tempo de ecloséo:
6° instar aprox. 4 dias W+ 10 instar
Ciclo de vida da
" H. illucens
({'/ ! ° instar
5° instar % Larvas
i - inst 5 instares
e 4 instar 50 :
Ui ) F Duragéo: 13 a 18 dias

49 instar

Figura 2- Ciclo de vida da mosca soldado negra. Adaptado de https://rethinkprotein.nl/candidate/details/5172
Retirado a 15 de abril de 2021

Os ovos eclodem, em média, até 4 dias ap0s a oviposi¢do e as larvas procuram residuos
organicos como substrato nas proximidades para crescerem. As larvas encontram-se em gran-
des densidades e apresentam um apetite voraz, consumindo entre 25 a 500 mg de matéria
fresca/larva/dia, e processam uma grande diversidade de materiais organicos em decomposicao
(Diener et al., 2011; Makkar et al., 2014).
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As larvas passam por 6 instares e podem atingir cerca de 2,5 cm de comprimento. Este
processo, em condi¢des ideais ocorre hum periodo minimo de 15-17 dias (Zurbriigg et al.,
2018). No ultimo instar, as larvas podem pesar até 220 mg e atingir 27 mm de comprimento e
6 mm de largura (Salomone et al., 2017).

Ao chegar ao sexto e ultimo instar larvar, a pré-pupa, apresenta um comportamento
migratorio pronunciado, pois para poderem pupar as larvas tém que estar num ambiente seco e
escuro longe da humidade da fonte do alimento (Diener et al., 2011; Zurbriigg et al., 2018).
Nesta fase existe uma mudanga de cor de branco para castanho escuro (Banks et al., 2014) como
apresentado na Figura 3. A larva, quando se encontra preparada para pupar, esvazia o aparelho
digestivo e cessa 0 movimento e a alimentacdo (Hardouin & Mahoux, 2004). O estado de pupa
decorre entre 2 a 3 semanas e termina quando a mosca emerge da sua capsula pupal (Diener et
al., 2011).

Figura 3 - Larvas com 20 dias de vida. Fotografia original da autora.

Na fase adulta, as moscas ndo se alimentam, dependendo apenas das suas reservas
energéticas, quando esta reserva se esgota a mosca morre. Esta fase tem a duracéo de, aproxi-
madamente uma semana (Diener et al., 2011; Raksasat et al., 2020).

As moscas adultas medem cerca de 20 mm, com coloracio preta (Cickova et al., 2015)
e apresentam uma porc¢ao do térax transparente que mimetiza o que seria uma cintura toracica
caracteristica das vespas, como se verifica na Figura 4 (Makkar et al., 2014; Tomberlin &
Sheppard, 2001)). Os individuos adultos tém um aparelho bucal pouco desenvolvido e ndo pos-
suem ferrdo e por isso ndo se alimentam nem atacam, podendo apenas beber agua e néctar (da
Silva & Hesselberg, 2020). Além disso, esta espécie ndo é uma voadora habil e passa a maior

parte do dia pousadas na vegetagdo (Cickova et al., 2015).
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Figura 4 - Oviposigdo da BSF. Fotografias originais de Carolina Canadas

Nesta fase de vida € essencial fotoperiodo e uma temperatura adequada para a copula
e oviposicdo (Zurbriigg et al., 2018). O acasalamento ocorre dois dias apos o emergir das fé-
meas, estas colocam os seus ovos em fendas secas (Salomone et al., 2017) abrigadas perto da
matéria organica em decomposic&o tal como é demonstrado como na Figura 4 (Cickova et al.,
2015; Zurbrigg et al., 2018), para que estes ndo sejam colocados diretamente num ambiente
hamido (Diener et al., 2011).

A oviposicdo idealmente ocorre acima dos 26°C (Tomberlin & Sheppard, 2002), sendo
que as fémeas colocam, cada uma, entre 500 e 900 ovos (De Smet et al., 2018).

O tempo de duracdo do ciclo de vida depende das condi¢des ambientais, 0 que de-
monstra a resiliéncia destas moscas, que se adaptam e prolongam o tempo de desenvolvimento
caso as condicOes sejam desfavoraveis (Diener et al., 2011; Zurbrigg et al., 2018). No entanto,
a sua temperatura 6tima de desenvolvimento situa-se acima dos 26°C. Desta forma para atingir
niveis 6timos de producdo é necessario trabalhar em condigdes controladas para atingir a tem-
peratura ideal (Tomberlin & Sheppard, 2001).

2.3.2 Biodigestdo
As larvas conseguem desenvolver-se em diferentes substratos ricos em matéria orga-
nica tais como: matéria vegetal e animal em decomposicdo; estrume; desperdicio alimentar e
lixo municipal (da Silva & Hesselberg, 2020; Guo et al., 2021; Lalander et al., 2018; Li et al.,
2011; Sheppard et al., 1994; Win et al., 2018).
O tratamento dos residuos pela BSFL pode ser dividido em dois componentes que
reagem entre si: o interior da larva e o substrato que € digerido (Gold et al., 2018) como descrito

na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema dos componentes que reagem na biodigestao e do aparelho digestivo da larva (Adaptado de
Gold et al. 2018).

Ambos 0os componentes podem ser influenciados por diversos fatores como o pH, a hu-
midade, a densidade larvar, a quantidade de alimento, a temperatura, a relagdo carbono/azoto,
entre outros. Para além disso, ambos sdo responséveis pelo consumo e producdo de gases
(Cohen, 2015; De Smet et al., 2018; Gold et al., 2018; Pang et al., 2020).
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Na fase larvar ocorre a biodigestdo, sendo nesta fase que esta espécie se alimenta e
assim obtém os nutrientes para as suas necessidades metabdlicas. Através da digestdo, as larvas
vao realizar a biorremediacdo do substrato através de enzimas e da flora intestinal (Cohen,
2015).

Kim et al. (2011) examinaram extratos de amilase, lipase, protease e a atividade de
protease semelhante a tripsina nas glandulas salivares e intestinais de BSFL. Nos seus resulta-
dos destaca-se que menos de 10% da atividade enzimatica das larvas é realizada nas glandulas
salivares, ou seja, as larvas utilizam maioritariamente o intestino na sua digestéo.

O intestino das larvas pode ser divido em trés: o anterior, 0 médio, e 0 grosso, con-
forme demonstrado na Figura 5. O intestino médio é a por¢cdo com maior atividade enzimatica
e bacteriana (De Smet et al., 2018; Gold et al., 2018), combinando a agéo do ambiente intestinal,
enzimas e microbiota, dividindo o alimento em moléculas menores e absorvendo-o atraves das
células intestinais até chegar a hemolinfa. A hemolinfa é analoga ao sangue dos vertebrados e
transporta nutrientes dentro da larva (Gold et al., 2018). Para além do mais a BSFL possuem
aberturas nas extremidades anterior e posterior que ligam o sistema respiratério ao digestivo,
permitindo um fornecimento de oxigénio contante ao aparelho digestivo (Rozkosny, 1982).

A biodigestdo da BSFL pode ser afetada pelos substratos em que as larvas se encon-
tram. O substrato tem efeitos no desempenho do crescimento, na eficiéncia de reducéo de resi-
duos e na composicao quimica da BSFL (Guo et al., 2021; Lopes et al., 2020). As larvas apre-
sentam um crescimento 6timo quando se encontram em substratos ricos em proteinas e com um
equilibrio de azoto e hidratos de carbono (Lopes et al., 2020).

O préprio substrato funciona como um componente responsavel pela biodigestéo (Fi-
gura 5), sendo uma consequéncia da acdo dos diversos microrganismos, nomeadamente fungos
e bactérias, que possuem e libertam enzimas com func¢des semelhantes as encontradas no trato
intestinal da larva. Além disso, os microrganismos do substrato possuem enzimas que permitem
a digestdo de fibras como celulose, hemicelulose e lenhina, que a larva tem maior dificuldade
de digestdo (De Smet et al., 2018; Gold et al., 2018).

Quando os microrganismos séo ingeridos pela larva, os mesmos sdo seletivamente ina-
tivados pelo pH, enzimas e proteinas antimicrobianas. Posteriormente estes organismos servem
como fonte de alimento. Por outro lado, os microrganismos ndo-inativados serdo utilizados
como constituintes da flora intestinal e auxiliando o crescimento larvar (Gold et al., 2018; Xiao
et al., 2018). Este processo sera facilitado pelas bactérias exdgenas, resultando na modificacdo

estrutural e quimica das fibras e ao desenvolvimento da biomassa larvar.
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Rehman et al., (2019) demonstraram que bactérias exogenas lenhinoceluldsicas podem
melhorar a conversdo de lenhinocelulose em estrume de bovinos de leite e estrume de frango.

Uma funcéo-chave da microbiota intestinal inclui o fornecimento de produtos meta-
bolicos através da decomposicao dos macronutrientes da dieta (Figura 5). Estes séo relevantes
para 0 metabolismo larvar e protecdo contra agentes patogénicos (Wong et al., 2016). Diferen-
tes estudos demonstraram que as bactérias no intestino das BSFL possuem enzimas com a ca-
pacidade de hidrolisar amido, celulose, proteinas e lipidos. Todas estas contribuem para que as
larvas facam uma boa decomposicéo dos residuos (Ci¢kova et al., 2015).

Rozkosny (1982) salientou a importancia da avaliacdo do pH, tanto na larva como no
substrato. No interior do aparelho digestivo o pH influencia a atividade enzimatica e da micro-
biota intestinal (Rozko$ny, 1982). No substrato, se houver uma degradacdo demasiado rapida
de matéria organica, ocorre uma alteracdo brusca do pH que causara inibi¢éo das larvas na fase
inicial do tratamento. Desta forma € importante ajustar o pH no inicio do tratamento de forma
a otimizar a biodigestdo das larvas, acelerando a decomposicdo e aumentando o rendimento e
a qualidade da BSFL (Pang et al., 2020).

Durante o processo de biodigestdo a temperatura do substrato aumenta, existe uma
libertacdo acentuada de NH3, aumenta o pH, passando de neutro ou &cido a alcalino. A atividade
enzimatica do intestino médio aumenta e a humidade do substrato diminui (Ci¢kova et al.,
2015)

2.3.3 Vantagens da Mosca Soldado Negra

A mosca soldado negra apresenta varias vantagens para a producdo industrial. Primei-
ramente, esta espécie tende a ficar na vegetacdo e é pouco atraida por animais e atividades
antropogénicas (Ci¢kova et al., 2015), desta forma n&o s&o considerados um incomodo (van
Huis, 2013; Salomone et al., 2017). Para além disso, como tém um aparelho bucal pouco de-
senvolvido, o sistema digestivo ndo desenvolvido e ndo possuem ferrdo (Al-Qazzaz et al., 2016;
da Silva & Hesselberg, 2020; Park et al., 2015) néo sdo vetores de doencas (Salomone et al.,
2017; Ushakova et al., 2018) e por isso, ndo séo consideradas uma praga (Beskin et al., 2018;
Furman et al., 1959).

Outra vantagem das moscas é que durante a sua fase adulta dependem apenas das suas
reservas energéticas, pelo que ndo entram em interacdo com residuos ou materiais organicos

frescos, incluindo alimentos animais ou humanos (Diener et al., 2011).
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A moscas soldado negra é uma competidora natural da mosca domestica Musca do-
mestica L. (1758, Diptera: Muscidae). Através da producédo de feromonas, a Hermetia illucens
repele a Musca domestica, pois inibe a sua reproducéo (Salomone et al., 2017) e oviposi¢ao
(Liu et al., 2019). Assim, a mosca soldado negra exerce uma atividade natural de controlo po-
pulacional da mosca doméstica (Harnden & Tomberlin, 2016; Myers et al., 2008).

Em geral, os residuos organicos da producdo animal atraem moscas do tipo domestica,
as quais sdo consideradas um dos principais vetores de agentes patogénicos (Diener et al.,
2011). Contudo alguns estudos (Liu et al., 2008; Makkar et al., 2014) mostram uma supressao
de 94 a 100% da mosca doméstica em estrumes de aves e suinos respetivamente, quando a
mosca soldado negra estava presente (Bondari & Sheppard, 1987; Makkar et al., 2014).

O efeito de supressdo da mosca soldado negra sobre a mosca doméstica resulta das
diferencas fisioldgicas. A mosca soldado negra dispde de um maior nimero de enzimas diges-
tivas permitindo-lhes desenvolver-se em substratos mais variados do que a mosca doméstica
(Miranda et al., 2020). No contexto ambiental, estas enzimas tém também mais atividade, per-
mitindo uma conversao mais eficazmente da matéria organica em fertilizantes organicos (Liu
etal., 2019).

Devido as especificidades do seu aparelho digestivo, a larva da mosca soldado negra
pode digerir glicoproteinas, glicolipideos e hidratos de carbono mais rapidamente do que as
larvas da mosca doméstica (Kim et al., 2011). E, apés a digestdo, as larvas da mosca soldado
negra possuem a capacidade de deposic¢ao de uma maior proporc¢éo de gordura, em comparacao
com as larvas da moscas domésticas (Cickova et al., 2015). Essa gordura da biomassa larvar
contem um teor de acidos gordos saturados superior ao das outras espécies de insetos (Raksasat
et al., 2020).

Os sistemas de reproducéo das popula¢des da mosca soldado negra ndo sdo complexos,
favorecendo a adaptagéo dessas ao novos locais onde sdo estabelecidas (da Silva & Hesselberg,
2020). Essa adaptabilidade do seu ciclo de vida pode ser Gtil na gestdo das populacdes durante
periodos de escassez de residuos organicos e no armazenamento de larvas para incubar uma
nova populagéo (Diener et al., 2011).

Na fase de pré-pupa as larvas de mosca soldado negra migram para um local seco e
protegido. Este comportamento natural fornece o0 mecanismo de auto-colheita, pois as pré-pu-
pas podem ser recolhidas com o minimo de esforco & medida que saem do substrato (Ci¢kova

et al., 2015; Quilliam et al., 2020). Desta forma, utilizando um bioreactor especialmente
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concebido, este comportamento migratdrio tipico das pré-pupas pode ser explorado de forma a

facilitar o processo industrial (Diener et al., 2011; Surendra et al., 2016)

2.3.4 Utilizacdo das larvas da mosca soldado negra na biorremediacdo do estrume

A biodigestao de matéria organica por BSFL € uma alternativa para a gestdo dos resi-
duos, com a vantagem da producdo de biomassa (com altas taxas de proteina bruta e extrato
etéreo) e fertilizante orgénico.

As larvas iniciam a consumir matéria organica presente no substrato logo apos a eclo-
sdo. Entretanto, as taxas de reducédo dos residuos organicas no substrato da BSFL, conforme
relatado na bibliografia, sdo variaveis. Diener et al., (2011) utilizaram chorume e residuos mu-
nicipais em diferentes racios, alimentando as larvas a cada 3 dias até esta se tornarem pré-pupas,
descrevem reducédo de volume dos residuos na ordem de 55% de matéria seca. Bortolini et al.
(2020) com estrume de frangos e BSFL (200 larvas com 6 dias de vida foram colocadas em 300
gramas de estrume) encontraram uma reducdo superior a 75% da massa inicial de estrume.

No substrato, e paralelamente ao desenvolvimento das fases larvais da BSFL, ocorre
um crescimento bacteriano que é associado a reducdo ou supressdo de odores desagradaveis
(Diener et al., 2011).

As BSFL estdo a ser estudadas como ferramenta usada na gestdo de estrumes em razao
das vérias caracteristicas benéficas, nomeadamente: (1) melhorias na aparéncia do substrato;
(2) reducédo do impacto ambiental em relacdo a compostagem tradicional (menor emissdo de
metano); (3) reducdo de agentes patogénicos no substrato; (4) reducdo de contaminantes no
substrato; (5) entre outros (Beskin et al., 2018; Bortolini et al., 2020; Lopes et al., 2020; Q.
Wang et al., 2021)

1. Melhorias das caracteristicas de apresentacdo do substrato

A utilizacdo de BSFL demonstrou uma reducdo na matéria organica (MO) em estrume
de animais de producado (Sheppard et al., 1994). Tao et al. (2019), utilizaram estrume de bovino
leiteiro, aves e suinos. Os grupos experimentais onde foi utilizada a BSFL obtiveram reducdes
de MO entre 24 e 26%, comparativamente ao grupo controlo, em que foi usada a mosca domeés-
tica, onde a reducéo foi de 1,5 a 5%.

Relativamente a estudos sobre matéria seca, Zhou et al. (2013) mostraram reduzir a
matéria seca (MS) do estrume de bovino leiteiro, frangos e suino, em 40,1%, 48,4% e 46%,

respetivamente. O estrume de bovinos apresentou uma maior concentragéo de lignocelulose
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tendo como consequéncia uma reducdo de matéria seca, menos evidente, quando comparada
com as outas especies estudadas (Miranda et al., 2019, 2020).

As BSFL tém a capacidade de concentrar nutrientes minerais presentes nos residuos
organicos (Tomberlin & Sheppard, 2001). Reducdes nos niveis de azoto na ordem de 50-62%
em substrato com estrume de aves de capoeira e de bovinos de leite, e reducdes nos niveis de
fosforo na ordem de 61-70% em substratos com estrumes de bovinos leiteiros (Beskin et al.,
2018; Makkar et al., 2014). Essas reducdes nos indices de azoto e fésforo presente no estrume,

diminuem o risco de polui¢éo de rios e recursos hidricos.

2. Impacto ambiental

Comparativamente com a compostagem convencional, a bioconversao de residuos or-
ganicos com larvas de Hermetia illucens mostra menor emisséo de gases de efeito de estufa. As
larvas afetam as caracteristicas fisico-quimicas do substrato que controlam os processos de pro-
ducéo de gés reduzindo indiretamente as emissdes de NHs e GEE. Esses resultados sdo obtidos
devido a movimentacdo continua das larvas no substrato que assegura uma aeracdo mecanica.
Essa condicdo do meio determina perdas na humidade e na producdo de NHs e aumento no
crescimento do microrganismos aerébios (Cickova et al., 2015; da Silva & Hesselberg, 2020;
Mertenat et al., 2019; Pang et al., 2020; Rehman et al., 2019).

Pang et al. (2020) colocaram BSFL a digerir desperdicios alimentares e observaram
gue com um aumento inicial do pH do meio, as larvas desenvolveram-se mais depressa e existe
uma diminuigdo de CO> emitido no processo. No entanto, existiu um aumento das emissdes de
NH3 que, ainda assim néo foi suficiente para ultrapassar as emissfes geradas pelo método de
compostagem tradicional. Outros estudos como Mertenat et al. (2019) observaram que 0 es-
trume que passou pela bioconverséo das BSFL apresentou uma emisséo de GEE 47 vezes infe-
rior ao método de compostagem em leiras. Este trabalho demonstrou como a biocompostagem
das BSFL seria uma boa alternativa a compostagem tradicional de forma a mitigar significati-
vamente as emissfes de gases de efeito estufa e o seu potencial no aquecimento global (El-
Dakar et al., 2021; Wang et al., 2021; Xiao et al., 2018) .

A biocompostagem com BSFL é também conhecida por reduzir maus odores dos re-
siduos organicos deixando o substrato com um cheiro terroso (Ci¢kova et al., 2015; Xiao et al.,
2018; Miranda et al., 2019). Este processo acontece devido a reducéo dos niveis de compostos

odoriferos, como os &cidos gordos volateis e fenois (Beskin et al., 2018; Miranda et al., 2019;
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Wang et al., 2021). Estudos como Beskin et al. (2018) demonstraram uma reducdo de 100%
dos acidos gordos volateis no estrume de suino e bovino.

Outro beneficio da utilizacdo das BSFL é que requerem pouco consumo de gua para
0 seu desenvolvimento (da Silva & Hesselberg, 2020; Rehman et al., 2019).

3. Reducao de agentes patogénicos no substrato

Vaérios estudos demonstraram a reducdo de bactérias patogénicas como Salmonella
spp. e E.coli e de virus como Adenovirus, Reovirus e Enterovirus quando utilizada a BSFL
como forma de compostagem de estrume (Banks et al., 2014; De Smet et al., 2018; Lalander et
al., 2013, 2015; Liu et al., 2008; Miranda et al., 2019; Salomone et al., 2017).

Na Tabela 1 é possivel observar a diminuigdo das contagens destas bactérias em estru-
mes de diferentes animais (Erickson et al., 2004; Cecilia Lalander et al., 2013; Q. Liu et al.,
2008)

Tabela 1 - Contagens bacterianas de E. coli e Salmonella spp em diferentes substratos (estrume de animais e fe-
zes humanas). Adaptado de De Smet et al. (2018)

Incubacéo Inoculagdo  Temperatura Reducgéo

Referéncias  Substrato  Armazenamento () Microrganismo (CFUIg) (°C) (10g10CFU/g)
Estrume
de bo- 1 diaa-20°C 72 E. coli 107 27 =5
vino
Estrume
. de 1 diaa-20°C Salmonella 107 27 =2.5
Erickson et Frango
al., 2004 Estrume 2 E. coli 23 ~1.0
de E. coli 27 ~6.0
Frango E. coli 32 ~6.0
Estrume
de 45 min a 121°C 72 Salmonella 107 27 =2.5
Frango
Estrume 23 5.1
Liuetal., de bo- . o . . 27 6.1
2008 vino de 7 dias a -20°C 72 E. coli 10
lei 31 5.0
eite
Lalander et  Fezes hu- o Salmonella 107 6.0
al., 2013 manas -20°C 192 Enterococcus 108 20-25 <1.0

h — horas; CFU — unidades formadoras de colonia; g — grama

A reducdo da atividade microbiana no estrume onde as larvas estdo inseridas ocorre
através da producdo de péptidos antimicrobianos (AMPs) (Bortolini et al., 2020; Erickson et
al., 2004; Q. Liu et al., 2008) Estes apresentam atividade tanto em bactérias gram-negativas

como em gram-positivas como Staphylococcus aureus (Park et al., 2014, 2015).
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No entanto, estudos como Erickson et al. (2004) referem um aumento da reducéo de
E. coli no estrume de frango com temperaturas mais elevadas. Esta reducdo pode estar também
associada ao aumento da concentracdo de NHs que aumenta com o aumento da temperatura
(Gold et al., 2018). Como a temperatura aumenta durante a biodigestdo, a diminui¢do destas
bactérias pode nédo estar diretamente relacionada com as larvas (da Silva & Hesselberg, 2020).

Tendo em consideracdo que estas bactérias sdo potencialmente patogénicas para 0s
seres humanos e animais (Rehman et al., 2019), a diminuicdo destes agentes provoca um sane-
amento nos residuos organicos pelas BSFL. Desta forma, os residuos organicos bio convertidos
(frass) podem ser utilizados como fertilizante seguros na agricultura (Lalander et al., 2013).
No entanto estes possiveis contaminantes continuam a representar riscos quando a biomassa é

destinada a alimentagéo animal (da Silva & Hesselberg, 2020).

4. Reducdo de contaminantes

A concentracao de contaminantes quimicos no estrume depende da concentracdo desse
contaminante quimico usado na alimentacdo animal ou 4gua de abeberamento, da natureza do
contaminante e do seu metabolismo no organismo animal. Essa concentragéo vai influenciar a
capacidade de biodigestéo das larvas (EFSA, 2015).

Diversos xenobidticos como antibidticos e pesticidas sdo moléculas complexas e esta-
veis que podem ficar no ambiente durante longos periodos de tempo (De Smet et al., 2018). As
larvas de Hermetia illucens possuem mecanismos que permitem a degradacéo destes produtos
através das bactérias e das enzimas presentes no aparelho gastrointestinal (Gold et al., 2018).
Este processo é ainda favorecido pelo facto do desenvolvimento das larvas ndo ser afetado por
estas substancias (Gold et al., 2018; C. Lalander et al., 2016; Purschke et al., 2017). Diversos
estudos avaliaram o impacto das BSFL em diferentes substancias ativas. Cai et al., (2018) apon-
taram que a utilizacdo da BSFL no tratamento de residuos pode melhorar até 97% a degradacéo
da tetraciclina. Lalander et al. (2016) também demonstraram que o tempo de semivida de cinco
substancias distintas (carbamazepina, roxitromicina, trimetoprim, azoxistrobina e propico-
nazol) submetidas ao tratamento com BSFL foi menor quando comparado com o controlo.
Neste ensaio foi também referido que ndo existiu bioacumulacdo em nenhuma das substancias
analisadas.

Assim a BSFL desempenha um papel importante na reciclagem de residuos organicos,
mas tambem na biorremediacdo dos mesmos, tornando-0s seguros e possiveis de se serem reu-
tilizados no ambiente (De Smet et al., 2018; Lalander et al., 2016).
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5. Outras vantagens

Outras vantagem da biocompostagem com BSFL é que de modo geral o tempo de
tratamento com larvas é mais rapido (entre 11 e 20 dias) enquanto a compostagem convencional
demora no minimo 60 dias (Guo et al., 2021; Liu et al., 2019).

Complementariamente as BSFL consomem 0s residuos organicos e convertem-nos em
biomassa larvar, o substrato que é deixado para tras € semelhante a um composto organico
(Gold et al., 2018). Estes produtos sdo sustentaveis e comercidveis o que permite que o estrume
seja valorizado e incluido numa economia circular (Bortolini et al., 2020; Lopes et al., 2020).

Estes beneficios sdo das larvas em relacdo a bioconversdo, e seguidamente serdo apre-

sentados os beneficios relativos as larvas pds bioconversao e aos seus residuos.

2.4 Utilizacdo da biomassa larvar

A bioconversdo de diferentes residuos com larvas de mosca soldado negra resulta na
producdo da biomassa larvar que pode ter utilizagdes diversas para fins industriais, medicinais
e alimenticios (Beskin et al., 2018), a partir das suas fracdes de proteinas, gordura e quitina
(Liu et al., 2019). Este processo permite a valorizacdo e uso sustentavel dos recursos naturais
gue aparentemente tém pouco valor comercial ou que podem representar um constrangimento
ambiental.

As larvas podem ser utilizadas como fonte alimentar quando estdo no quinto ou sexto
instar como pré-pupa. Geralmente a segunda tem sido mais utilizada devido a facilidade da
colheita (Diener et al., 2011; Cheng et al., 2017). No entanto a constitui¢do das larvas pode
apresentar variagdes consoante o substrato onde se encontram (Cheng et al., 2017; Gold et al.,
2018; Lalander et al., 2015; Liu et al., 2019; Makkar et al., 2014).

Relativamente a composicao centesimal, os estudos demonstram que as larvas e as pré-
pupas apresentam um alto teor proteico (Diener et al., 2009): um teor proteico da biomassa
larvar alto (32 e 58%) expresso em matéria seca (Gold et al., 2018) e proteina bruta das pré-
pupas entre 40 a 44 % e uma concentra¢do proteica, depois da remocao parcial dos lipidos, até
65% (Gold et al., 2018). O teor lipidico encontra-se entre 15 a 39% em matéria seca Gold et al.
(2018) sendo que o teor de gordura bruta é muito maior nestas larvas do que noutros insetos,

farinha de soja e farinha de peixe (Liu et al., 2019) como esta demonstrado no Grafico 1.
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Gréfico 1 - Teor proteina bruta e gordura bruta de diferentes insetos, soja e farinha de peixe. Adaptado de Liu et
al., (2019)

Para além disso, as larvas de H. illucens sdo bastante ricas em aminoacidos e minerais
(Makkar et al., 2014).

i Utilizacdo de larvas na producédo de biodiesel

Na fase de pré-pupa, as larvas passam por um processo de secagem e posterior extracdo
guimica ou mecanica de forma a separar o 6leo da massa larvar (Li et al., 2011; Raksasat et al.,
2020; Surendra et al., 2016; Zheng et al., 2012).

Uma das utilizacBes do 6leo obtido através das larvas tem sido na producéo de biodi-
esel (Li et al., 2011; Surendra et al., 2016; Raksasat et al., 2020; Zheng et al., 2012). O 6leo
sofre posteriormente um processo de transesterificacdo transformando-se em biodiesel
(Surendra et al., 2016). Estudos como Surendra et al. (2016) comprovaram a produ¢do de um
biodiesel de boa qualidade utilizando BSFL que tinham sido utilizadas anteriormente para bio-

converter desperdicios alimentares (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema de producéo de biodiesel através da compostagem com larvas de mosca soldado negra.
(Adaptado de Surendra et al. 2016)

A transicdo dos combustiveis fosseis para 0s biocombustiveis € importante para dimi-
nuir os impactos nocivos da extracdo no ambiente e encontrar uma fonte de energia renovavel
e sustentavel. Em comparagdo com outras matérias primas utilizadas para a producéo de biodi-
esel, as larvas sdo faceis de recolher e o seu 6leo pode ser extraido com técnicas disponiveis
atualmente o que reduz o custo do produto final (Elsayed et al., 2020).

Estudos como Newton et al., (2005) confirmaram que as BSFL criadas a partir de es-
trume de suino tém a capacidade de produzir um biodiesel e que produz tanta energia quanto a
producéo de metano da mesma quantidade de estrume.

Para além disso, estudos como Surendra et al. (2016) verificaram que o 6éleo derivado
de BSFL contém concentracdo elevada de acidos gordos saturados de cadeia média e baixa
concentracdo de acidos gordos polinsaturados, ou seja, torna este 6leo um substrato ideal para
produzir biodiesel de alta qualidade, pois apresenta menor viscosidade e maior estabilidade

oxidativa.
ii.  Quitina

O exosqueleto dos insetos € composto de quitina que tem um interesse comercial de-
vido a sua elevada percentagem de azoto (6,9%) em comparagdo com a celulose sinteticamente
substituida (1,25%). Desta forma, a quitina € um agente de quimica atil para produtos em me-
dicina, cosméticos e biotecnologia (Majeti & Kumar, 2000; Diener et al., 2011).
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A quitina pode ser processada em quitosano que pode ser usado em varias aplicacdes
tais como tratamento de aguas residuais e revestimentos bioativos (De Smet et al., 2018). Este
processo faz-se através da deacetilacdo da quitina. O quitosano é um polimero de alto valor
comercial com vérias utilizagdes no ramo da biotecnologia (Gray, 2019; Liu et al., 2019).

iii. Utilizacdo de larvas para fins medicinais

As BSFL produzem substéncias biologicamente ativas que podem ser facilmente ex-
traidas e utilizadas na industria farmacéutica devido as suas propriedades antibacterianas, anti-
tumorais e estimulantes do crescimento (Cickova et al., 2015).

O aproveitamento do robusto sistema imunitario da BSF tem aumentado a relevancia
no ramo da medicina. A imunidade da BSF é uma combinacdo de mecanismos mediados por
células e mecanismos humorais inatos. Na hemolinfa da BSF, as principais respostas mediadas
por células sdo fagocitose, nodulacdo e encapsulamento, enquanto alguns mecanismos humo-
rais inatos sao os peptideos antimicrobianos e proteinas (por exemplo, lisossomas) (De Smet et
al., 2018).

Os AMPs presentes na hemolinfa podem ser extraidos de forma a produzir novos prin-
cipios ativos. Os péptidos antimicrobianos presentes na BSFL demonstraram atividade contra
bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus (Park et al., 2014, 2015) e gram-negati-
vas como como Salmonella spp. e E.coli (T. Liu et al., 2019; Rehman et al., 2017). Além disso,
0s péptidos antimicrobianos derivados de BSFL demonstram possuir maior estabilidade térmica
que os péptidos antimicrobianos derivados de outros insetos, tendo apresentado um bom de-

sempenho apos congelamento e descongelamento repetidos (Liu et al., 2019).

iv. Utilizacdo de larvas na alimentacdo animal

Devido ao aumento da populacdo mundial, tem existido uma procura crescente por
fontes proteicas (FAO, 2013). As matérias primas convencionais como soja, farinha de peixe e
outras usadas na alimentacdo animal podem tornar-se limitadas, aumentando assim a procura

por diferentes fontes alternativas (Miranda et al., 2019).
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A utilizacdo intensiva dos concentrados proteicos, tais como farinha de soja e farinha
de peixe, tem impactos negativos no ambiente. O aumento da procura por esses concentrados
proteicos causa agravamento na sobrepesca, desflorestagéo e uso de grandes quantidades de
agua. Outro aspeto associado é o preco elevado destas matérias primas convencionais (EFSA,
2015; Gold et al., 2018; Lalander et al., 2016; Lopes et al., 2020; Quilliam et al., 2020) assim
como a enorme dependéncia de marcados externos.

Assim, os insetos podem desempenhar um papel importante como fonte de proteina
alternativa (da Silva & Hesselberg, 2020). A biomassa larvar pode ser usada na producgéo de
alimentos para animais de producao (aves, suinos e peixes) e animais de estimacdo devido a
composicao em proteinas e lipidos (Diener et al., 2011; Gold et al., 2018; Lalander et al., 2016).

A biomassa larvar, quando produzida adequadamente, cumpre 0s requisitos nutricio-
nais necessarios para ser utilizado na alimentagdo animal, uma vez que sao ricos em vitaminas,
minerais e micronutrientes. A gordura proveniente das mesmas contém cidos gordos saturados
e polinsaturados. Esta foi utilizada para substituir fontes tradicionais de gordura nas formula-
¢Oes de alimentos para animais sem efeitos adversos no desempenho dos mesmos, assim como
na qualidade do produto final ( da Silva & Hesselberg, 2020; Liu et al., 2019).

Embora o conteldo de gordura das larvas seja afetado pelo substrato organico onde
foram criadas, o teor de gordura bruta é maior na biomassa larvar comparativamente a farinha
de soja, 0 mesmo ocorre com o teor de proteina bruta (Liu et al., 2019), como mostrado no
Gréfico 1.

Nos estudos de Lalander et al. (2015) foi referido que animais alimentados com ragao
composta por farinha de BSFL ndo mostraram alteracdo na palatibilidade e na taxa de cresci-
mento.

Outra vantagem da utilizacdo de BSFL na alimentagdo dos animais é a biodisponibili-
dade de certas substancias. Por exemplo, as proteinas de algumas plantas ndo sdo diretamente
acessiveis aos peixes. No entanto, se estas plantas forem processadas através do tratamento com
BSFL, as larvas podem ser utilizadas como alimento para peixes e essa mesma proteina ja estara
disponivel (da Silva & Hesselberg, 2020).

A utilizacdo de larvas para a biodegradacdo de residuos para depois serem utilizadas
na alimentagdo permitiria que os residuos fossem tratados de forma mais ecoldgica e se produ-
zisse uma fonte proteica rentavel, de alto valor bioldgico e sustentavel (Gold et al., 2018).

No entanto, segundo as normas da unido europeia, as larvas consequentes da biocon-

versdo de efluentes de producao pecuaria ndo podem ser utilizadas na alimentacdo. Para serem
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utilizadas na alimentacdo de animais s6 podem conter produtos de origem nao animal, com
excecao de alguns produtos, desde que provenientes de materiais de categoria 3 (Costa et al.,
2018). As matérias de categoria 3 sdo descritas no Artigo 6° do Capitulo 1l do regulamento
1774/2002.

Esta restricdo resulta do facto das larvas poderem bioacumular compostos nocivos do
estrume (Lalander et al., 2013). No entanto, Lalander et al. (2016) mostraram que as larvas ndo
fazem a bioacumulacgéo de diversos principios ativos.

Nos que diz respeito aos microrganismos, as bactérias patogénicas para os insetos (en-
tomopatogénicas) sdo consideradas inofensivas para os animais e humanos devido ao facto de
o0s hospedeiros serem tao filomaticamente diferentes (FAQO, 2013). Os riscos para 0s seres hu-
manos e animais relacionados com insetos terdo, portanto, origem principalmente na microbiota
relacionada com as condigdes de criacdo (como 0s substratos), manuseamento, processamento
e preservagdo. Assim, microrganismos tais como Salmonella, Campylobacter e E. coli, podem
estar presentes em insetos ndo transformados, dependendo do substrato utilizado e das condi-
¢Oes de criagéo.

No entanto, o risco de transmissao destas bactérias poderia ser atenuado através de um
processamento eficaz assim como transformacéo e armazenagem pode ser moderado por me-
didas higiénicas em toda a cadeia de producdo (EFSA, 2015). Por exemplo, seria recomendado
0 saneamento com amoniaco. Antes de utilizar as pré-pupas na alimentacao animal seria neces-

sario aperfeicoar mais as técnicas de saneamento (Lalander et al., 2013).

2.5 Utilizacao do composto (frass)

A fracdo soélida obtida apds a colheita da BSFL e processamento pelas mesmas tem a
denominacdo de frass (Elsayed et al., 2020; Quilliam et al., 2020). O frass, em geral, descreve
0s excremento dos insetos, mas num contexto comercial refere-se frequentemente a uma mis-
tura de fezes de insetos, residuos de substratos digeridos e ndo digeridos e exoesqueletos das
larvas (Klammsteiner et al., 2020).

Existem vaérias evidencias que demonstram que as BSFL podem transformar diferentes
residuos em fertilizantes orgénicos de forma muito eficiente em comparacao a outros insetos

ou animais (Kim et al., 2011).
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2.5.1 Caracteristicas do frass

O frass das moscas soldado negra (BSFF) tem uma estrutura granular solta com odor
terroso e é adequado para ser usado como fertilizante orgénico (Lopes et al., 2022).

A taxa de mineralizacdo do azoto é dos fatores mais determinantes na qualidade do
fertilizante. No entanto, é relevante destacar que o substrato utilizado para o cultivo de insetos
afeta as propriedades do frass, pois 0s residuos ndo assimilados permanecem inutilizaveis, en-
quanto a fracdo digerida é modificada pela microbiota intestinal ao passar pelo trato gastroin-
testinal (Klammsteiner et al., 2020).

Menino et al. (2021), demonstraram com BSFF proveniente de larvas que digeriram
subprodutos vegetais da industria agroalimentar um efeito significativo na producéao global de
azevem. Foi observada uma melhoria geral na fertilidade do solo utilizado no ensaio, nomea-
damente, um aumento significativo de matéria organica (MO) de pentoxido de fésforo (P2Os)
e de d6xido de potassio (K20), juntamente com um aumento constante da atividade de desidro-
genase, desde o controlo ao tratamento que recebeu maiores quantidades do fertilizante.

Liu et al. (2019) demonstraram que diferentes estrumes convertidos por BSFL podem
ser usados como fertilizante organico. Em particular, o estrume de bovino apds a bioconverséo
com BSFL, torna-se menos solido, e aumentou o crescimento da pastagem. Além disso, verifi-
cou que os teores de azoto, fésforo e potassio de estrume de suino diminuiram apds a conversao.
Estas observacgdes indicam que o BSFF oferece beneficios econdmicos e ambientais significa-

tivos no tratamento e conversdo de excrementos de animais.

2.5.2 Vantagens da utilizacdo do frass

Para a fertilidade do solo a longo prazo, existem vantagens na alteracdo dos solos com
matéria organica em combinacdo com fertilizantes sintéticos (Quilliam et al., 2020). Os bene-
ficios ambientais significativos estdo relacionados com a substituicdo da producdo de adubos a
base de azoto (Salomone et al., 2017).

O BSFF é um agregado de elementos estaveis que sdo conhecidos pela melhoria do
pH, matéria organica do solo, niveis de micronutrientes secundarios e micronutrientes, bem
como disponibilidade de nutrientes, absorcdo e utilizagdo do solo (Beesigamukama et al.,
2020). Quilliam et al. (2020) demonstraram que o cultivo de culturas no solo alterado com frass
pode ser uma estratégia valiosa para aumentar a resisténcia, ou pelo menos tolerancia, a doengas

culturais economicamente importantes.
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A utilizacdo da BSF para biodigestdo de efluentes provenientes da pecuaria permiti-
riam que estes tivessem o0 maneio correto, com um impacto menor para o ambiente em compa-
racdo com os métodos de compostagem tradicional. Para além disso, esta utilizacdo daria ori-
gem a produtos de valor comercial com alto valor acrescentado, o que permitiria criar uma
economia circular com um minimo desperdicio (Bortolini et al., 2020) e aproveitamento ma-

Ximo de recursos

O presente trabalho de dissertagdo encontra-se no &mbito do projeto GoEfluentes de-
senvolvido em colaboracdo com o INIAV e tem o objetivo de determinar a influéncia de dife-
rentes residuos organicos (estrume de frango, bovino e suino) no desenvolvimento da massa

larvar de mosca soldado negra e caracteristicas do frass originado a partir do processo.
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3. Materiais e Métodos

O presente trabalho de investigacdo foi desenvolvido na unidade de investigacéo e
desenvolvimento da EntoGreen no periodo entre 22 de janeiro de 2021 a 19 de abril de 2021,
localizada em Santarém. Este protocolo experimental teve como base estudos de Beskin et al.,
(2018), Tao et al., (2019) e Miranda et al., (2020) que descrevem a utilizacdo de larvas na

bioconversdo de estrume com trés grupos de analise.
3.1. Desenho experimental

Um procedimento experimental com trés ensaios usando trés tipos de substratos pre-
parados com estrume de frango (n=12), suinos (n=15) e bovinos (n=15) foi realizado consecu-
tivamente no tempo. Em cada ensaio, um total de trés grupo (blocos) de tratamentos foram
conduzidos com cinco repeti¢des (n=5) e cada repeticao foi considerada o conjunto substrato e

larvas.

No ensaio com estume de frango, devido a constrangimentos do local (dificuldade de
manter a temperatura e a humidade relativa estaveis) foi necessario repetir o ensaio. Contudo,
dada a disponibilidade desse composto organico so foi possivel realizar duas unidades experi-
mentais do grupo de controlo de frass (GCE). Os restantes tratamentos (grupo experimental -
GE e grupo controlo de larvas - GCL) foram conduzidos com cinco unidades experimentais.
Na Tabela 2 é possivel observar o resumo destas informacoes.

Tabela 2 - Representacdo esquematica do delineamento experimental, grupos de tratamento e nimero de repeti-
coes

Grupos de estudo (blocos)

Grupo de controlo do Grupo de controlo das

Ensaios Grupo experimental frass larvas
(com estrume e
(com estrume e sem (sem estrume e com lar-
com larvas)
larvas) vas)
Ensaio com estrume de frango GE (n=5) GCE (n=2) GCL (n=5)
Ensaio com estrume de suino SE (n=5) SCE (n=5) SCL (n=5)
Ensaio com estrume de bovino BE (n=5) BCE (n=5) BCL (n=5)

GE = grupo experimental no ensaio de frango; GCE = grupo de controlo do frass no ensaio de frango; SE = grupo experimental
no ensaio de suino; SCE = grupo de controlo do frass no ensaio de suino; BE = grupo experimental no ensaio de bovino; BCE
= grupo de controlo do frass no ensaio de bovino.
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I.  grupo experimental (com estrume e larvas): as larvas foram inoculadas num substrato
formado pela mistura de estrume, racédo e agua (exceto no ensaio com estrume de suino
em que nao foi utilizada agua), especificamente estrume de frangos, estrume de suinos
e estrume de bovinos (representado por GE, SE, BE respetivamente);

Il.  grupo de controlo do frass (sem larvas): o substrato foi preparado de forma similar ao
grupo experimental, contudo ndo foram inoculadas larvas (representado por GCE, SCE,
BCE);
I11.  grupo de controlo de larvas (sem estrume): o substrato foi preparado com a dieta pa-
dréo Gainville e 4gua e denominada de GCL, SCL, BCL.

3.2. Larvas e substrato

3.2.1. Obtencdo de larvas

O processo de producdo das larvas da mosca soldado negra (BSFL) foi iniciado apds
a copula e ovipostura em dispositivos proprios. Os ovos, ap6s a sua remocao da superficie do
dispositivo por leve raspagem, foram depositados num vidro de relégio laboratorial e pesados
numa balanga de preciséo (BEM 200-3 KERN) a fim de quantificar os ovos e estimar a massa

inicial larvar.

Em seguida, os ovos foram inoculados num substrato inicial depositado em caixas de
PVC (40 x 60 x 11 cm) e preparado para apresentar 70 % de humidade e 30 % de matéria seca.
Esse substrato foi constituido por um alimento composto Gainville, alimento padréo constituido
por 50% de sémea de trigo, 30% de luzerna e 20% de milho (Miranda et al., 2020). Para a
inoculacédo das larvas, o substrato inicial foi preparado imediatamente antes da inoculacéo e
posteriormente, as caixas foram colocadas na maternidade, com temperatura media de 28°C e
humidade relativa do ar de 70%, condicdes consideradas favoravel a eclosdo e desenvolvimento
inicial das larvas (Tomberlin et al., 2002). Apds alguns dias, as caixas foram retiradas da ma-

ternidade e as larvas juvenis foram transferidas para as unidades de biodigesté&o.

3.2.2. Substratos e tratamentos

Os residuos organicos de aves de engorda, suinos de engorda e bovinos leiteiros foram
obtidos em exploragdes comerciais de producao animal licenciadas para as respetivas atividades
e localizadas na regido de Santarém (nomeadamente: LusiAves; INIAV e Escola Superior Agra-

ria de Santarém, respetivamente).
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Os residuos de aves, suinos e bovinos devido a diferentes maneios para a higienizagédo
de baias e instalacdes apresentaram uma consisténcia inicial muito diferente (em termos de
humidade). Como esperado, o estrume de frango apresentou alta percentagem de matéria seca
(Tabela 3). Neste caso, ap0s a retirada do ultimo de trés lotes de frangos, a cama foi removida

mecanicamente do pavilhdo de acabamento, revolvida e moida.

O estrume de suino foi recolhido nas cisternas de rececéo de efluentes, oriundos do
pavilhdo de terminagdo de suinos, que continha agua de lavagem dos pisos sob presséo, reali-
zada uma vez ao dia, fezes e urina. Dessa forma, o estrume de suinos continha uma percentagem
alta de agua. Na recolha e manipulacdo desse material foi utilizado um homogeneizador portatil

(berbequim), acoplado a uma vareta com hélice de 4 palas (Figura 7).

O estrume de bovino foi recolhido numa exploracdo de vacas de leite, criadas em sis-
tema intensivo. Nestas instalacGes, as fezes foram removidas mecanicamente com auxilio de
robd provido de lamina de raspagem do solo, de forma que o material experimental, fezes fres-

cas apresentaram residuos de urina e cama (palha).

— Sl

e

Figura 7 - Estrume de suino. Fotografia origihal da autora

Os substratos usados no estudo foram formulados para obter uma mistura final com
65% de humidade e 35% de matéria seca. Esta humidade foi adotada para o desenvolvimento
adequado das larvas e para obter um frass com consisténcia ndo muito himida, facilitando a
separacdo entre larvas e frass por peneiracdo (Cheng et al., 2017). Antes da preparagdo dos
substratos experimentais, 0s residuos organicos das diferentes espécies foram caracterizados
gravimetricamente (matéria seca, humidade, matéria organica total, fibras e cinzas - Tabela 3).
Para atingir os valores de humidade e matéria seca prevista, aos residuos organicos foi acres-

centada &gua (exceto no ensaio com estrume de suino e o alimento composto Gainville). Nesse
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contexto, as quantidades de matéria seca foram padronizadas para garantir quantidades simila-

res de matéria organica nas respetivas unidades experimentais.

Tabela 3 - Caracterizacéo fisico-quimica dos residuos organicos utilizados como substrato para o crescimento de
BSFL.

Materia Humidade Mat'erla orga- Fibras Cinzas

Componentes Seca %) nica total (%) (%)
(%) (%)

Alimento composto 88.00 12.00 23.00 58.00 7.00
Gainville
Estrume de frango de 76.70 2330 17,52 59.10 00
engorda
Estrume de bovino lei- 22.00 78.00 10.50 3.39 8.11
teiro
Estrume de suino 10.00 90.00 3.66 6.34 .00

Todas as repeticGes, antes da inoculacdo com as larvas juvenis, foram preparadas para
ter a quantidade de mistura predefinida, 35% de matéria seca e 65% de humidade. A composi-
c¢ao do substrato em estrume, bem como a caracterizagdo gravimétrica € apresentada na Tabela
4. As unidades experimentais foram identificadas numericamente de 1 a 5 como mostrado na
Figura 8.

Tabela 4 - Formulag&o dos substratos experimentais (%) com os diferentes tipos de residuos orgéanicos (frangos,
suinos e bovinos) e dieta padrdo (Gainville), utilizadas para a inoculag¢do das larvas juvenis

Composic¢éo dos substratos Gravimetria
(%) Estrume Estrume  Estrume  Gain- < Ma}ef'a . .
. . : Agua organica Fibras  Cinzas
frango suino bovino ville
total

controlo das : : : 40 60 9 230 30
arvas

GE, GCE™ 40 - - 5 55 8 27.0 0.0
SE, SCE™ - 68 - 32 - 10 23.0 2.0
BE, BCE™ - - 60 25 15 12 16.0 7.0

* Substrato preparado com a dieta padrdo Gainville e 4gua (65% de humidade e 35% de matéria seca).

** Substratos preparados com residuos organicos, agua e dieta padrdo Gainville (65% de humidade e 35% de matéria seca).
GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;

GCE = grupo controlo do frass - ensaio de frango - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas

SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;

SCE = grupo controlo do frass - ensaio de suino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacdo de larvas

BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;

BCE = grupo controlo do frass - ensaio de bovino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas
Todas as unidades continham um total de 13.5Kg.
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As unidades experimentais, conjunto substrato e larvas, depositadas em caixas de PVC
(cloreto de polivinilo), com dimensdes de 60 x 40 x 20 cm?, foram mantidas em instalacdo de
alvenaria, com cerca de 15 m?, equipada com ar-condicionado regulado para operar em condi-
cOes de temperatura (27 °C) e humidade do ar adequados para o desenvolvimento larvar
(Harnden & Tomberlin, 2016; Tomberlin et al., 2009). Cada caixa foi identificada conforme

representado na Figura 8.

Figura 8 — Representacéo fotografica da distribuicdo e identificacdo das unidades experimentais nas instalagdes
de investigacdo. GCE = grupo de controlo do frass no ensaio de frango; GCL = grupo de controlo de larvas no
ensaio de frango; GE = grupo experimental no ensaio de frango.

Fotografia original da autora

3.2.3. Inoculacao

Antes da inoculagéo das larvas, as caixas foram colocadas numa sala climatizada a
27°C por 48 horas para atingir temperaturas adequadas. Este passo foi realizado pois em ensaios
de teste com efluente foi verificada uma dificuldade inicial no arranque da biodigestéo das lar-
vas devido a temperaturas baixas. Durante a realizacdo dos ensaios e para uma maior uniformi-
dade da influéncia da temperatura entre tratamentos, as posic¢oes das caixas foram trocadas aos
dias 4, 8, 11 e 14 dias de cada ensaio, pois as caixas em posi¢cdo superior mostraram tempera-

turas mais altas devido a atividade das larvas nas caixas inferiores.

Em cada ensaio com estrume de aves, estrume de suinos e estrume de bovinos, a ino-
culagéo dos substratos com larvas de 4 dias foi realizada no dia 0 do ensaio. O substrato da
caixa maternidade contendo uma quantidade inicial de ovos conhecida e uma quantidade co-
nhecida de alimento composto Gainville foi dividido em dez partes para inocular as 10 caixas

do grupo experimental (n=5) e do controlo de larvas (n=5). O material de inoculagéo foi
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homogeneizado manualmente e as caixas foram pesadas individualmente. A quantidade de lar-

vas colocada em cada ensaio encontra-se demonstrada na Tabela 5.

Tabela 5 — Quantidade de larvas de mosca soldado negra (Hermetia illucens) de 4 dias mais o alimento com-
posto Gainville (Kg) usado na inoculacéo das diferentes repeticdes.

GCL GE SCL SE BCL BE

Larvas (Kg) .380 .380 .550 550 465 465

GCL = grupo controlo de larvas - ensaio de frango (substrato com Gainville mais dgua) e larvas inoculadas aos 0 dias
GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;

SCL = grupo controlo de larvas - ensaio de suino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;

BCL = grupo controlo de larvas - ensaio de bovino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;

Kg = quilogramas;

3.2.4. Recolha de dados e amostras

As medidas de temperatura e humidade relativa das instalacGes, bem como as tempe-
raturas do substrato (caixa de PVC) e o peso de 20 larvas de cada caixa, foram determinadas

nos dias 4, 8, 11 e 14 do ensaio.

A pesagem das larvas foi realizada com o auxilio de uma pinca e uma balanca de pre-
cisdo (BEM 200-3 KERN). Essa determinacao foi repetida trés vezes com larvas retiradas ale-
atoriamente de trés locais diferentes da mesma caixa. A média destes trés valores, representa-
tivo do peso individual de larvas para cada caixa no dia especifico, foi usada na analise estatis-

tica.

A temperatura do substrato da caixa foi determinada em dois locais distintos na caixa
de PVC e a 1 cm no interior do substrato, contado a partir da superficie, utilizando um termé-
metro de mercurio. As duas medidas foram usadas para calcular a média que foi usada na ané-

lise estatistica.

O conteudo de cada caixa, aos 14 dias do ensaio, foi peneirado numa peneira vertical
vibratéria (MCL 1000, MCLECA, Leca da Palmeira, Matosinhos, Portugal) e o valor total do
peso das larvas, por caixa, foi determinado em balanga. Trés crivos com 3mm, 5mm e 7mm de
didametro foram utilizados para separar as larvas do substrato digerido (com menos de 3mm) e
do substrato aglutinado ou de outros objetos (com mais de 7mm). Para uma separac¢ao adequada,
0 substrato deve estar 0 mais seco possivel, pois 0 excesso de humidade provoca a agregacao

do mesmo em grumos, dificultando a passagem pelo crivo (Machado, 2019).
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Amostras de larvas e frass numa quantidade de 200 gramas foram coletadas aleatoria-
mente, acondicionadas em embalagem a vacuo, identificadas e submetidas a temperaturas de -

20°C para as analises posteriores.
3.3.Analises laboratoriais e calculos executados

As analises de composicao centesimal foram realizadas no laboratorio do Polo de In-
vestigacdo da Fonte Boa do INIAV. Essas analises foram conduzidas conforme descritos na
Norma Portuguesa, que segue a AOAC. No frass foi analisado: humidade (HT); matéria seca
(MS); proteina bruta (PB); macro e microminerais. Na biomassa larvar foram analisadas: hu-

midade (HT); matéria seca (MS); proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE)

3.3.1. Composicado centesimal

Amostras de larvas e amostras de frass foram obtidas apds o periodo de bioconversédo
e ambas as amostras foram submetidas a determinacdo da composicao centesimal (humidade,
matéria seca, azoto, extrato etéreo e fibras). As analises foram realizadas em duplicac¢do usando
os métodos da AOAC (AOAC, 2000), conforme descrito na Norma Portuguesa 1994. Em re-
sumo, a proteina bruta foi quantificada utilizando o método micro-Kjeldahl (método 954.01)
com o auxilio de um digestor de blocos e um destilador de azoto, seguido do calculado com o
fator de conversdo de 6,25. O extrato etéreo foi determinado pelo método Soxhlet (método
920.39) usando um extrator Soxhlet (VELP Scientifica SER 148/6 Extractor de Solventes, Ita-
lia). O teor de humidade foi determinado em estufa, a uma temperatura de 105 °C até se obter

um peso de amostra constante (método 950,46). Os resultados foram expressos em % da MS.
3.3.1.1.Macro e microminerais

Para as determinac6es de macro e microminerais, por¢oes de 1,5 gramas de amostras
frescas da biomassa larvar e do frass foram individualmente incineradas em mufla a 550 °C
(AOAC, 2000) as cinzas foram dissolvidas em &cido cloridrico. Os compostos de silica encon-
trados na amostra foram removidos por precipitacdo e filtragdo. O precipitado foi dissolvido
em &cido cloridrico e diluido até ao volume desejado. O contetdo de Calcio (Ca), Sodio (Na),
Potéassio (K), Magnésio (Mg) e Ferro (Fe) foram determinados por espectrometria de absorcdo
atomica (Shimadzu AA 680®), seguindo as especificacbes para cada mineral (AOAC, 2000) .
A absorbancia de cada elemento foi medida por comparacdo com a absorbancia das solucdes

padrdo de calibragdo para cada elemento. O fosforo (P) foi determinado pelo espectrometro
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UV/VIS (Unicam UV2®) ap0s a reacdo corada do reagente nitrovanadomolibdato de amoniaco
(AOAC, 2000). O Fe foi expresso como p/g, Ca foi expresso como mg/100 g e 0s outros mine-

rais foram expressos como g/100g de produto.

3.3.2. Indice de bioconversdo

O indice de bioconversao (IBC) foi calculado através da formula:

Kg total de larvas

IBC =
Total de Kg de mistura administrada

Em que: total de larvas corresponde a quantidade total de larvas (em kg) produzidas
no final de cada ensaio, e total de mistura administrada corresponde a quantidade de mistura
de estrume (em kg) para cada grupo do ensaio (Miranda et al., 2019). Lembrando que em todos

0s ensaios a quantidade total de substrato foi igual.

3.4.Anédlise estatistica

A comparacdo de grupos de analise foi efetuada através do software SPSS (versdo 27),
com recurso a testes ndo paramétricos devido a dimensdo da amostra ser pequena (Maréco,
2018).

O teste ndo paramétrico de Friedman foi utilizado para testar e identificar o efeito dos
tratamentos sobre as respostas de temperatura das caixas e peso das larvas nos dias dentro de
cada grupo, para a comparacao multipla de ordens como descrito em Mar6co (2018), com a

probabilidade de erro tipo I (a) de .05.

Nas respostas com diferencas significativas, o teste ndo paramétrico Wilcoxon foi uti-
lizado para compreender, em comparac6es par a par, em que grupos estas diferencas existiam.
Para tal, a correcdo de Bonferonni foi utilizada que ajusta o p-value ao nimero de comparacoes

multiplas efetuadas (como sdo quatro dias consecutivos, o 0=.010).

O teste Mann-Whitney, com a probabilidade de erro tipo | (a=.05), foi utilizado para
comparar o grupo experimental com cada um dos grupos de controlo para avaliar: a existéncia

de diferencas ao nivel da temperatura e do peso das larvas nos diferentes dias (4, 8, 11, e 14); a
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existéncia de diferencas na analise do frass nas variaveis MS, HT, N, P, K e Zn; a existéncia de

diferencas na analise das larvas, nas variaveis resposta: peso final, IBC, MS, HT, PB e GB.

A andlise de correlagdo de Pearson, com a probabilidade de erro tipo I (a = 0.05), foi
utilizada para compreender a intensidade e associacao entre duas variaveis resposta tais como:
temperatura com 0 peso; pesofinal, cOM as variaveis MOinicial € Nfrass; IBC com as variaveis MO;.

nicial € Nfrass €; GB com as variaveis MOinicial € Nfrass.

Para avaliar a significancia entre ensaios cujos substratos foram preparados com es-
trume de frango, suino e bovino leiteiro o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado

(Mar6co, 2018) com uma probabilidade de erro tipo I (o) de .05.

Quando existiam diferencas, utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para
compreender em que grupos estas diferencas existiam. Para tal, foi utilizada a correcdo de Bon-
feronni que ajusta o p-value ao nimero de compara¢cdes multiplas efetuadas (como sao trés

grupos de animais, o a=.017).
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4. Resultados

4.1. Evolucdo da temperatura e do peso

A temperatura ambiente e a humidade relativa da sala onde decorreram 0s ensaios
foram determinadas para validar os resultados obtidos no interior dos substratos. Os resultados
da temperatura (°C) nas unidades de biodigestdo (substrato) e peso das larvas (média das 20

larvas em mg) foram também avaliados consoante as espécies (frango, suino e bovino).

4.1.1. Temperatura

Na Tabela 6 estdo apresentadas as temperaturas médias das caixas de biodigestdo de
cada grupo (experimental, controlo das larvas e controlo do frass) em cada ensaio (frango, suino

e bovino), realizada aos 4, 8, 11 e 14 dias.

Relativamente a evolucdo da temperatura dentro de cada grupo, o teste de Friedman
mostrou que todos os grupos, a exce¢do do controlo do frass do ensaio com estrume de frango
(substrato com estrume de frango sem larvas) (p >0.05), apresentaram diferencas significativas
para as temperatura entre 4 e 14 dias (GCL: y%(3)=13.776; p=.003; GE: ¥?(3)=9.960; p=.019;
SCL: *(3)=14.04; p=.003; SE: y*(3)=14.04; p=.003; SCE: %*(3)=13.653; p=.003; BCL:
v2(3)=12.60; p=.006; BE: ?(3)=13.56; p=.004; BCE: ¥*(3)=10.92; p=.012). No entanto, quando
comparadas a temperaturas par a par (a medicdo do 4.° dia com 0 8., do 8.°com 0 11.° e do
11.° com o0 14.9), as comparagOes com o teste de Wilcoxon indicaram que estas diferengas ndo
eram significativas para nenhum dos grupos (p >0.01) (Tabela 11 do Apéndice Il — Analise

estatistica).
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Tabela 6 — Médias (M) e desvio padrdo (DP) de temperaturas obtidas no interior do substrato aos 4, 8, 11 e 14 dias
de incubacdo das larvas da Mosca Soldado Negra (Hermetia Illucens) e médias de temperatura (T) e humidade
relativa do ar (HR) nas instalacfes dos ensaios com estrumes de frango de engorda, suino e bovino leiteiro.

Temperatura no interior do substrato (°C)

. - T (°C HR (% Mann-Whitney
Dias de medicio °C) (%) A B C A-B
de temperatura
M M M + DP B-C
. GCL GE GCE
Ensaio com estrume de frango de engorda n=5 n=5 n=2
AB U<.01 p=.009
4 30.50 68.00 4420+111 3475+177 2700071 5~ 0] p=.009
AB U<.01 p=.009
8 25.20 80.00 46.25+208 2835+145 27.75+106 5~ 400 0=.688
AB U=4.00 p=.075
11 31.30 73.00 28.80+292 2650+£3.12 28.75+247 G- -3 p=.434
AB U=9.50 p=.525
14 28.60 69.00 2645+165 27.00+£1.24 26.00+141 5~ 55, 0=.324
Teste Friedman - - ¥%(3)=13.776 ¥?(3)=9.960 1?(3)=2.053
p-value p=.003 p=.019 p=.562
Ensaio com estrume de suino S(_:L S_E S(_;E
n=5 n=5 n=5
AB U<.01 p=.009
4 26.00 58.00 53.10+£1.28 4095+424 29.05+135 L\ 1 0=.009
AB U=1.50 p=.021
8 26.60 94.00 4335+4.29 4870+116 4290+3.02 ‘5. ) 0=012
AB U=4.00 p=.012
11 27.50 57.00 33.05+234 36.30£2.61 40.75+390 5 j_400 0=.076
AB U=6.00 p=.172
14 26.20 70.00 30.4+186 3200+£2.18 37.65+242 ‘5. o p=.009
Teste Friedman -- -- v?(3)=14.04 v*(3)=14.04 ¥?(3)=13.653
p-value p=.003 p=.003 p=.003
Ensaio com estrume de bovino leiteiro BS:L B_E BSE
n=5 n=5 n=5
4 AB U<.01 p=.009
29.40 70.00 48.40+213 38.05+£250 2880+259 . ] p=.009
8 AB U<.01 p=.009
30.50 68.00 42.75+2.46 3255+213 29.65+231 .\ 40 0=076
11 AB U=5.00 p=.116
28.20 59.00 26.00£341 2340+219 23.65+17 -\ 1509 p=014
14 AB U=11.50 p=.834
31.30 73.00 2455+199 2450+1.58 25.85+204 ‘5. oo p=.209
Teste Friedman -- -- ¥%(3)=12.60 x%(3)=13.56 ¥¥(3)=10.92
p-value p=.006 p=.004 p=.012

GCL = grupo controlo de larvas - ensaio de frango (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;
GCE = grupo controlo do frass - ensaio de frango - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacédo de larvas

SCL = grupo controlo de larvas - ensaio de suino (substrato com Gainville mais dgua) e larvas inoculadas aos 0 dias
SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;
SCE = grupo controlo do frass - ensaio de suino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculagdo de larvas

BCL = grupo controlo de larvas - ensaio de bovino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;
BCE = grupo controlo do frass - ensaio de bovino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas

A — Grupos controlo das larvas (GCL, SCL, BCL);

B — Grupos experimentais (GE, SE, BE);

C — Grupos de controlo do frass (GCE, SCE, BCE);
Probabilidade de erro tipo | (o.=.050) em ambos 0s testes
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Quando foi comparada a temperatura entre 0s grupos experimentais nos diferentes dias
de medicdo (4, 8, 11, 14) dos trés ensaios (GE, SE e BE) foi possivel determinar que no dia 4
n&o existiu diferenca significativa entre os grupos (Kruskal Wallis p>.05, Tabela 15 do Apén-
dice Il — Anélise estatistica). No dia 8 todos 0s grupos experimentais apresentaram diferenca
significativa entre si, sendo que o SE teve a maior temperatura comparativamente ao GE
(U<.01; p=.009, Tabela 17 do Apéndice Il — Analise estatistica) e ao BE (U<.01; p=.009, Tabela
18 do Apéndice Il — Andlise estatistica), seguido pelo BE, com a temperatura superior ao GE
(U=1.00; p=.016, Tabela 16 do Apéndice Il — Analise estatistica) e 0 GE com a menor tempe-
ratura. Nos dias 11 (U<.01; p=.009) e 14 dos ensaios (U<.01; p=.009) a temperatura do SE foi

significativamente superior ao GE (Tabela 17 do Apéndice Il — Analise estatistica).

No que diz respeito a comparacao da temperatura entre 0s grupos experimentais com
0s respetivos controlos de larvas (GCL, SCL e BCL) e controlo de frass (GCE, SCE e BCE),
em geral diferencas significativas (U <0.01) foram observadas nos periodos de biodigestao de
4 e 8 dias. Aos 4 dias de incubacdo, os grupos substratos controlo de larvas (preparados com
Gainville) foram entre 10 e 13 °C mais alto do que os substratos preparados com estrume de
frango, suinos e bovinos (GE, SE e BE), os quais foram entre 6 e 11 °C mais alto do que os
grupos controlo do frass (substrato preparado com estrume, mas sem larvas). Aos 8 dias, nessas
mesmas comparac0es, as diferengas foram entre 10 e 18 °C e entre 1 e 6 °C, respetivamente.
Aos 11 dias, os resultados foram similares entre si, com excec¢ao da comparagdo entre 0s grupos
SE e SCE com diferencas de 4 °C.

No caso do grupo controlo frass, substrato com estrume e sem larvas ndo houve au-
mento de temperatura importante. Contudo o substrato preparado com estrume de suino mos-

trou picos de temperatura elevados aos 8 e 11 dias.
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A representacdo grafica da evolugdo da temperatura dos grupos experimentais dos trés
ensaios (GE, SE e BE) é apresentada no Grafico 2.
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Gréfico 2 — Evolucédo da temperatura por grupo experimental (frango - GE, suino - SE, bovino - BE)

Os trés grupos experimentais apresentaram evolugdes de temperatura distintas. O GE
e 0 BE diminuiram a temperatura do dia 4 ao dia 11. No entanto, no GE observou-se uma
descida de temperatura gradual e no BE houve um maior declinio entre o dia 8 e 0 11. Para o
14° dia houve uma estabilizacdo da temperatura, sendo que no GE houve um ligeiro aumento,
e no BE uma ligeira diminuig&o.

O SE apresentou um padrdo diferenciado dos anteriores. Do dia 4 para o dia 8 houve

um aumento da temperatura, apresentando uma descida acentuada no dia 11 e uma diminuigéo
mais ligeira no dia 14.

4.1.2. Peso

Ao longo do ensaio foi avaliado o peso de 20 larvas nas unidades de biodigestdo dos
grupos experimentais e controlo de larvas dos trés ensaios (frango de engorda, suino e bovino
leiteiro) em diferentes momentos (dias 4, 8, 11 e 14). Este valor foi depois dividido de forma a

apresentar o peso de uma larva (mg) como sao apresentados na Tabela 7:
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Tabela 7 — Médias e desvio padrdo do peso das larvas Mosca Soldado Negra (Hermetia Illucens) obtidas aos 4, 8,
11 e 14 dias de biodigestéo das larvas dos substratos com residuos organicos (estrumes de frango, suino e bovino).

Dias de pesagem Peso (mg) Teste Mann-Whitney
M+DP
. GCL GE
Ensaio — estrume de frangos n=5 n=5
4 67.07£7.42 68.29 + 4.50 U=10.00 p=.600
8 103.03 +9.57 102.37 £ 6.01 U=11.00 p=.754
11 98.76 + 14.67 96.59 £ 7.38 U=12.00 p=.917
14 88.84 + 14.45 91,58+5.91 U=8.00 p=.347
Teste Friedman ¥4(3)=14.04 ¥3(3)=12.84 -
p-value p=.003 p=.005
Ensaio — estrume de suinos S S
n=5 n=5
4 54.48 £ 7.69 48.22 £14.72 U=11.00 p=.754
8 54.68 + 3.59 88.44 +4.83 U<.01 p=.009
11 50.06 £ 3.55 7758 £4.31 U<.01 p=.009
14 48.47 £4.41 67.06 £4.13 U<.01 p=.009
Teste Friedman 1*(3)=7.80 v*(3)=14.04 -
p-value p=.050 p=.003
Ensaio — estrume de bovi- BCL BE
nos n=5 n=5
4 59.01 £ 6.47 59.76 + 10.45 U=10.00 p=.600
8 79.73+4.15 100.93 +22.96 U=11.00 p=.059
11 69.00 £ 5.98 89.13 + 16.69 U=3.00 p=.047
14 63.96 £ 2.79 79.11+£7.46 U<.01 p=.009
Teste Friedman ¥?(3)=10.68 v?(3)=12.12 -
p-value p=.014 p=.007

GCL = grupo controlo de larvas - ensaio de frango (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;

GCE = grupo controlo do frass - ensaio de frango - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas
SCL = grupo controlo de larvas - ensaio de suino (substrato com Gainville mais dgua) e larvas inoculadas aos 0 dias
SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;

SCE = grupo controlo do frass - ensaio de suino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas
BCL = grupo controlo de larvas - ensaio de bovino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;

BCE = grupo controlo do frass - ensaio de bovino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas
Probabilidade de erro tipo | (o.=.050) em ambos os testes

Relativamente a evolucdo da peso das larvas dentro de cada grupo, o teste de Friedman
determinou que todos os grupos, apresentaram diferencas significativas entre os dias 4 e 14
(GCL: %(3)=14.04; p=.003; GE: %*(3)=12.84; p=.005; SCL: ¥*(3)=7.80; p=.05; SE *(3)=14.04;
p=.003; BCL: %(3)=10.68; p=.014; BE %%(3)=12.12; p=.007). No entanto, quando comparados
0S pesos par a par (a medicdo do 4.° dia com 0 8.°, do 8.°com 0 11.° e do 11.° com 0 14.°) os
testes de Wilcoxon indicaram que estas diferencas ndo eram significativas para nenhum dos

grupos (p>.01, Tabela 14 do Apéndice Il — Analise estatistica).
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No que diz respeito a comparacdo do peso dos grupos experimentais (GE, SE e BE)
com os respetivos controlos de larvas (GCL, SCL e BCL) foi possivel determinar que: no ensaio
com estrume de frango ndo houve diferenca entre os valores de peso do GE e do GCL (Mann-
Whitney p>.05); no ensaio com estrume de suino, o peso do SE foi significativamente superior
ao peso do SCL 38.15, 35.47 e 27.72% nos dias 8 (U=.00; p=.009), 11 (U=.00; p=.009) e 14
(U=.00; p=.009) respetivamente e no ensaio com estrume de bovino, o peso do BE foi signifi-
cativamente superior ao peso do BCL 22.58 e 19.15% nos dias 11 (U=3.00; p=.047) e 14
(U=.00; p=.009) respetivamente.

Quando foi comparado 0 peso entre 0s grupos experimentais nos diferentes dias de
medicéo (4, 8, 11, 14) dos trés ensaios (GE, SE e BE), no dia 4 dos o peso do GE foi superior
ao SE (U=1.00; p=.016 Tabela 22 do Apéndice Il — Anélise estatistica) 29.39%. Nos dias 8 e
11 ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Kruskal Wallis p>.05, Tabela 20 do Apén-

dice Il — Analise estatistica).

No dia 14 de biodigestdo o SE foi significativamente inferior ao GE 26.74% (U<.01;
p=.009, Tabela 22 do Apéndice Il — Analise estatistica) e ao BE 15.23% (U=1.00; p=.016, Ta-
bela 23 do Apéndice Il — Analise estatistica).

A representacdo gréafica da evolucao do peso dos grupos experimentais dos trés ensaios

(GE, SE e BE) encontra-se no Grafico 3.
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4 8 11 14
Dias de medi¢éo
Gréfico 3 - Evolugdo do peso das larvas por grupo experimental (frango - GE, suino - SE, bovino - BE)

Os grupos experimentais apresentaram uma evolucdo de peso das larvas semelhante.
Houve um pico de peso no dia 8, diminuindo gradualmente até ao dia 14. No entanto, o GE

apresentou uma descida de peso menos acentuado do que o SE e o BE.

A partir do 8 dia até 0 11° dia, as larvas mostram que houve reducéo no peso na ordem
de 19%.
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4.2.Composicao centesimal, peso final e indice de bioconverséo das larvas

A composicgdo centesimal, peso final e indice de bioconverséo das larvas obtidas nos

grupos experimentais e grupos de controlo das larvas encontra-se representada na Tabela 8.

Tabela 8 — Média (M) e desvio padrdo (DP) da composicdo centesimal das larvas obtido nos grupos experimen-
tais (GE, SE e BE) ap06s a biodigestao dos substratos compostos por estrume e racdo GrainVille e das larvas obti-
das nos grupos de controlo de larvas (GCL, SCL, BCL) apés a biodigestdo do substrato composto apenas de ra-
cdo Gainville

Espécie Frango Suino Bovino
GCL GE scL SE BCL BE Kruskal
Grupo Wallis
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5  (GE,SE,BE)
M + DP
MS 2850+ .93 2558+192 3358+ .67 2424+53 3050+240 28.82+1.87
(%) 2(2)=8.52
e p=.014
Ma”;‘e\;"h't U=150 p=.021 U<.01 p=.009 U=7.00 p=.251
HT 7150+.93 74424192 6642+ 67 7576+.53 6950+2.40 71.18+187
(%) ¥4(2)=8.52
\Whit. p=.014
Ma”r:‘e\;\’h't U=150 p=021 U<.01 p=.009 U=7.00 p=.251
s 1321+.97  3616+.87  2907+.85 1436+.44 1212+.85 2945+.71 ,
(%) . LENS . LI . -_— . LI . LI B L X (2)6=10.6
Ma”;‘:;"hit' U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 p=.005
kB 4682£0.66  3390£227 3573+103 4811+0.84 48.90+135 37.47£3.00
(% de MS) A(2)=125
e 0 p=.002
Ma”r:‘e\;\’h't U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009
0,
GB(%de 10494200 2064119 327+61 1731£102 2092230 915%318
MS) 2(2)=105
. 2 p=.005
Mange‘;"h't U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009
Pesofinal o) 05 286427 140442 220416  134£19 120410
Kg ¥(2)=11.2
Whit- 60 p=.004
Ma”r:‘e\;\’h't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U=750 p=.278
IBC (%) 115+ 5 188+2.0 104+9  162+11  99+.12 9.2+ .8
1*(2)=11.6
i 01 p=.003
Mange‘;"h't U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 U=8.50 p=.399

GCL = grupo controlo de larvas - ensaio de frango (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;

SCL = grupo controlo de larvas - ensaio de suino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;

BCL = grupo controlo de larvas - ensaio de bovino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas aos 0 dias
BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;

Probabilidade de erro tipo | (o.=.050) em ambos 0s testes

M — média; DP — desvio padrdo; MS — matéria seca; HT — humidade total; PB — proteina bruta; GB — gordura bruta; IBC —
indice de bioconversdo; Kg — quilograma

Probabilidade de erro tipo | (o.=.050) em ambos 0s testes
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4.2.1. Matéria seca (MS)

A matéria seca nos ensaios com estrumes de frango e de suino apresentaram diferencas
significativas relativamente aos grupos de controlo (U=1.50; p=.021 para a frango e U<.01;
p=.009 para o0 suino). Sendo que, nestes ensaios a MS foi superior no controlo das larvas. O

estrume de bovino ndo apresentou diferenca significativas entre 0s grupos.

Quando comparando as espécies, a Unica diferenca significativa na matéria seca ocor-
reu com o estrume de suino e de bovino (U<.01; p=.009, Tabela 22 do Apéndice Il — Andlise
estatistica). Nesta analise 0 ensaio com estrume de frango ndo apresentou diferenca significativa

com os anteriores.

4.2.2. Proteina bruta (PB)

Na comparagdo entre 0s grupos experimentais e 0s respetivos controlos, 0s ensaios
com estrume de frango e de bovino apresentaram uma diminuicéo da proteina bruta relativa-
mente aos respetivos controlos das larvas. Pelo contrario, o ensaio com estrume de suino apre-
sentou um aumento da PB relativamente ao controlo das larvas (U<.01; p=.009 para todos 0s

ensaios).

Na comparagdo entre as espécies, 0s grupos experimentais do ensaio de estrume de
frango e de bovino ndo apresentaram diferengas significativas entre si (Mann-Whitney
p>.017, Tabela 20 do Apéndice Il — Analise estatistica). No entanto, as larvas obtidas através
do estrume de suino tiveram um valor de PB superior aos valores obtidos no estrume de frango
(U<.01; p=.009, Tabela 21 do Apéndice Il — Andlise estatistica) e bovino (U<.01; p=.009,
Tabela 22 do Apéndice Il — Andlise estatistica).

4.2.3. Gordura bruta (GB)

Tanto o ensaio com estrume de frango como o ensaio com estrume de bovino obtive-
ram larvas com valores de gordura bruta inferiores no grupo experimental relativamente aos
respetivos grupos de controlo (U<.01; p=.009, para ambos). Esta situacdo ndo se verifica no
ensaio com estrume de suino, onde se obtiveram valores de gordura bruta superiores no grupo

experimental quando comparado com o controlo das larvas (U<.01; p=.009).

O ensaio com estrume de frango obteve larvas com o menor valor de gordura bruta

(U=1.00; p=.016, comparando com o estrume de bovino — Tabela 20 do Apéndice Il — Analise
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estatistica e U<.01; p=.009, comparado com o estrume de suino — Tabela 21 do Apéndice Il —

Analise estatistica).

As larvas com maior percentagem de gordura em matéria seca foram as do ensaio de
suino (U<.01; p=.009, tanto comparando com o estrume de frango — Tabela 21 do Apéndice Il

— Anélise estatistica como de bovino — Tabela 22 do Apéndice Il — Analise estatistica).

4.2.4. Peso final das larvas

O peso total das larvas obtida nos ensaios com substrato composto por estrume de
suinos (U <.01; p =.009) ou estrume de aves GCL (U <.01; p =.009) foi significativamente
superior em 0,98 g ou 0,8 g (ou 38,28 e 36,3%, respetivamente), comparativamente aos grupos
com de substratos com Gainville GCL e SCL. No ensaio com estrume de bovino ndo houve

diferencas entre o grupo experimental e o controlo.

Em relacdo a diferenga entre os ensaios, 0 BE obteve menos 1,36+0,04 Kg e menos
140,06 Kg do que o GE (U<.01; p=.009, Tabela 20 do Apéndice Il — Analise estatistica) e o SE
(U<.01; p=.009, Tabela 22 do Apéndice Il — Analise estatistica) respetivamente.

4.2.5. Indice de bioconversio (IBC)

No que diz respeito a diferenca do IBC entre 0s grupos experimentais e 0S grupos
controlo, pode observar-se que nos ensaios com estrume de frango e de suino, 0s grupos expe-
rimentais (GE e SE) apresentaram indices significativamente superiores aos respetivos contro-
los (U<.01; p=.009 para ambos os ensaios). No entanto no ensaio com estrume de bovino néo

se verificou diferenca significativa entre 0s grupos.

Relativamente as diferencas entre os estrumes, 0s ensaios com estrume de frango e de
suino ndo apresentaram diferenca significativa entre si (Mann-Whitney p>.017, Tabela 21 do
Apéndice 1l — Analise estatistica), tendo valores de conversdo de 18,8 e 16,2% respetivamente.
O ensaio com menor IBC foi 0 ensaio com estrume de bovino (U<.01; p=.009 relativamente ao
GE —Tabela 20 do Apéndice Il — Analise estatistica e a0 SE — Tabela 22 do Apéndice Il —

Analise estatistica) com uma converséo de 9,2%.
4.3.Composicao centesimal do frass

A composicédo centesimal do frass obtido nos grupos experimentais e do substrato ob-

tido nos grupos de controlo do frass encontra-se representada na Tabela 9.
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Tabela 9 - Média e desvio padrdo da composicao centesimal do frass obtido nos grupos experimentais (GE, SE e
BE) ap6s a biodigestao pelas larvas de mosca soldado negra (Hermetia illucens) e do substrato obtido nos grupos

de controlo do frass (GCE, SCE, BCE) sem biodigestdo pelas larvas

Espécie Frango Suino Bovino
5 GCE GE SCE SE BCE BE Kruskal
rupo Wallis
n:2 n:5 n:5 I’l:5 n:5 n:5 (GE,SE,BE)
M + DP
MS 36.40£2.97 5166+240 2852+208 56.14+358 39.26+7.26 51.92+4.08
(%) 12(2)=3.28
Whit- p=.194
Ma”ge‘;\’h't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U=2.00 p=.028
|_0|T 63.60+297 4834+240 71.48+208 43.86+358 60.74+7.26 48.08+4.08
(%) v2(2)=3.28
i p=.194
M""”Qe\;\’h't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U=2.00 p=.028
Cinzas
O 4359t108 50043123 1011%197 1566%55 36.13:367 2963633 s
0
Ma”gé\;vh“' U<.01 p=.009 U<.01 p=.009 U=3.00 p=.047 p=.002
N
1.87+.18 156+.07 28435 264+05 20223  248+.09
(% de MS) 2(2)=125
Whit- p=.002
Ma”rr]‘e‘;\’h't U<.01 p=.053 U=5.00 p=.117 U<.01 p=.009
, PB 11.77+.98  976+.43  1771+217 1648+.31 1261+149 1556+ .56
(% de MS) 2(2)=12.0
Whit- p=.002
Ma”ge\;vh't U<.01 p=.053 U=5.00 p=.117 U<.01 p=.009
P 1659+.018 1712+.032 0569+.044 0.767+.028 0.778+.372 1.624+.120
(% de MS) 2(2)=105
_Whit- p=.005
Ma”rr]‘e‘;vh't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009
. K 2528+.012 2758+.122 1.882+.488 3.117+.105 1.267+.160 1.833+.189
(% de MS) Q)=125
“Whit- p=.002
Ma”ge\;vh't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009
Zn (W99 54701097 3684+27.3 132423 26146 214435  339+21
produto) ¥3(2)=12.5
i p=.002
Ma”rr]‘e‘;vh't U<.01 p=.053 U<.01 p=.009 U<.01 p=.009

GE = substrato com estrume de frangos e larvas inoculadas aos 4 dias;
GCE = grupo controlo do frass - ensaio de frango - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas

SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias;
SCE = grupo controlo do frass - ensaio de suino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculagdo de larvas

BE = substrato com estrume de bovino e inoculado com larvas de 4 dias;
BCE = grupo controlo do frass - ensaio de bovino - substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas

Probabilidade de erro tipo | (0. =.050) em ambos os testes
M — média; DP — desvio padrdo; MS — matéria seca; HT — humidade total; N — azoto; PB — proteina bruta; P — fésforo; K —

potassio; Zn — zinco; pg — micrograma; g — grama
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4.3.1. Humidade (HT)

Ao comparar 0s grupos experimentais e 0s respetivos controlos, é possivel observar que
0 grupo SE obteve um frass com menor humidade total do que o grupo SCE (U<.01; p=.009).
Para além disso, o grupo BE obteve um frass também com menor humidade total do que o BCE
(U=2.00; p=.028).

No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas na humidade total obtida
no frass entre grupos experimentais (Kruskal Wallis p>.05, Tabela 15 do Apéndice Il — Anélise

estatistica).
4.3.2. Azoto (N)

Na comparacéo entre 0s grupos experimentais e os respetivos controlos, apenas o BE
obteve um frass com significativamente mais azoto em matéria seca que o substrato obtido no
BCE (U<.01; p=.009).

Em relagdo a comparacéo entre o frass obtido nos ensaios com estrume das diferentes
espeécies, 0 azoto obtido diferiu em todos 0s grupos experimentais. O ensaio com estrume de
frango obteve um frass com menos azoto em MS que o frass obtido ensaio com estrume de
suino (U<.01; p=.009, Tabela 17 do Apéndice Il — Analise estatistica) e de bovino (U<.01;
p=.009, Tabela 16 do Apéndice Il — Analise estatistica) respetivamente.

O frass obtido no ensaio de suino teve mais azoto em MS que o frass obtido no ensaio
de bovino (U<.01; p=.009, Tabela 18 do Apéndice Il — Analise estatistica).

4.3.3. Proteina bruta (PB)

Em relacdo a diferenca entre o grupo experimental e o controlo do frass, apenas o
ensaio com estrume de bovino apresentou diferencas significativas. O frass obtido no BE ob-

teve mais proteina bruta em MS que o substrato do BCE (U<.01; p=.009).

J& no que diz respeito a diferenca entre espécies, todos 0s grupos experimentais obti-
veram valores de proteina bruta no frass com diferenca significativa. Sendo que o frass obtido
através do GE teve os valores menores de PB em relacdo ao frass obtido no SE (U<.01; p=.009,
Tabela 17 do Apéndice Il — Analise estatistica) e no BE (U<.01; p=.009, Tabela 16 do Apéndice
Il — Andlise estatistica). O frass com maior percentagem de proteina em matéria seca foi 0
obtido através do SE (U=1.00; p=.016, Tabela 18 do Apéndice Il — Analise estatistica).
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4.3.4. Fosforo (P)

Tanto o ensaio de suino como o de bovino demonstraram aumentos significativos dos
valores de fésforo no grupo experimental em rela¢éo aos respetivos grupos de controlo (U<.01;
p=.009; N=10 para ambos 0s ensaios).

Relativamente a diferenca entre espécies, o frass obtido através do estrume de suino
apresentou os valores mais baixos de fosforo (U<.01; p=.009 tanto em relacdo ao estrume de
frango — Tabela 17 do Apéndice Il — Andlise estatistica como ao estrume de bovino - Tabela 18
do Apéndice Il — Analise estatistica). No entanto ndo houve diferenca significativa entre o es-

trume de frango e o de bovino.
4.3.5. Potéssio (K)

O frass dos ensaios com estrume de suino e de bovino obtiveram valores de potassio
significativamente superiores aos seus respetivos controlos (U<.01; p=.009 para ambos os en-

saios).

Relativamente a comparacdo entre as espécies, os valores de K diferiram significati-
vamente entre si. O frass com o menor valor de K foi o obtido através do estrume de bovino
(U<.01; p=.009; N=10 tanto na comparagdo com o estrume de frango — Tabela 16 do Apéndice
Il — Andlise estatistica como no de suino — Tabela 18 do Apéndice Il — Anélise estatistica). E o
maior valor foi o obtido através do estrume de suino (U<.01; p=.009 tanto na compara¢do com
0 estrume de frango — Tabela 17 do Apéndice Il — Analise estatistica como no de bovino —

Tabela 18 do Apéndice Il — Andlise estatistica).
4.3.6. Zinco (Zn)

Relativamente a diferenca entre os grupos do experimentais e 0s grupos de controlo os
ensaios com estrume de suino e de bovino apresentaram valores significativamente superiores

nos grupos experimentais (U<.01; p=.009 para ambos 0s ensaios).

No ensaio com estrume de frango ndo se observaram diferencas significativas entre o

grupo de controlo e o grupo experimental.

Em relacdo a diferenca entre espécies, todos 0s grupos experimentais apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, sendo que o ensaio com estrume de frango apresentou

0 maior valor de zinco, comparativamente aos ensaios com estrume de suino (U<.01; p=.009,
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Tabela 17 do Apéndice Il — Andlise estatistica) e de bovino (U<.01; p=.009, Tabela 16 do

Apéndice 1l — Andlise estatistica).
4.4 Relacdo entre variaveis

Os indices de correlacGes entre as diferentes variaveis (matéria organica inicial do
frass, azoto do frass, indice de bioconversao total, peso final das larvas, e gordura bruta das

larvas) estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Relagéo entre a Matéria organica inicial do frass, o Azoto do frass e o indice de bioconverso total,
o0 Peso final das larvas, a Gordura bruta das larvas juntando os grupos experimentais

Variaveis MOinicial Nifrass
Pesofinal r=-.926 p<.001 r=-.595 p=.019
IBCota r=-.925 p<.001 r=-.603 p=.017
GBlarvas r=.410 p=.129 r=.843 p<.001

MOinicial — matéria organica inicial; Nirass — azoto do frass; PBfrass — proteina do frass; IBC — indice de bioconversao; GBiarvas
— gordura bruta das larvas;
Probabilidade de erro tipo I (o =.050)

Os dados de matéria organica inicial encontrados nos substratos mostraram uma cor-
relacdo muito forte com o peso final das larvas (r=-.926; p<.001) e com o indice de bioconver-
sdo (r=-.925; p<.001). Quanto menor foi a MOinicia maior foi o peso final das larvas obtidas,
assim como o indice de bioconversdo. Sendo que a mistura com estrume de frango apresentava
a menor percentagem de MOinicial € @ mistura com estrume de bovino apresentava a maior per-
centagem de MOinicial. Para além disso, a MOinicial N0 apresentou uma correlagéo com a gordura

bruta das larvas.

O azoto obtido no frass teve uma relagdo forte com o peso final das larvas (r=-.595;
p=.019) e com o indice de bioconversdo (r=-.603; p=.017). O peso das larvas assim como o
IBC foram maiores quanto menor foi o N do frass obtido. O frass com menor teor de N foi 0
obtido a partir de estrume de frango, e 0 maior teor de N foi obtido no frass obtido a partir da

mistura com estrume de bovino.

O azoto do frass apresentou ainda uma relacdo muito forte com a gordura bruta das
larvas (r=.843; p=.000). Ao contrario do reportado para o IBC e para o peso, a percentagem de

gordura bruta em matéria seca das larvas foi maior quanto maior foi o N.
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4.5.Caracterizacao descritiva do frass

Posteriormente serdo demonstrados os resultados qualitativos dos ensaios no que diz
respeito a presenga de mosca doméstica e fungos, a textura das unidades de biodigestdo e a

evolucéo do odor durante o0s ensaios.

45.1. Presenca de fungos nas unidades de biodigestdo

Em todos os ensaios foi relatada a presenca de fungos em diferentes fases do ensaio.
No ensaio com estrume de galinha o grupo de controlo das larvas foram observados fungos
durante todo ensaio, sendo que no dia 14 a quantidade de fungos tinha diminuido. No entanto
estes ndo se observaram no grupo experimental e no grupo de controlo do frass. No ensaio
com estrume de suino o grupo SCL tinha bastante bolor de coloracédo branca, e os grupos SE
e SCE apresentavam pequenos pontos de coloragéo branca no dia 0 do ensaio, antes da ino-
culacdo das larvas. No entanto foi possivel observar uma diminuicao da presenca de fungos
nos grupos SE e SCL no dia 11 e 14. No ensaio de bovino o grupo BCE apresentava bastante

bolor, nos grupos BE e BCL néo foi reportado o mesmo.

No entanto observou-se que nas unidades que tinham larvas de BSF (grupo experi-
mental e grupo controlo de larvas) a medida que a biodigestao decorria a quantidade de fungos
diminuia. Sendo que no final dos ensaios estas unidades ja ndo apresentavam fungos visiveis.
Na Figura 9 é possivel observar a evolugdo da quantidade de fungo visivel do dia 0 ao dia 8,

no ensaio com estrume de suino.
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Dias ‘ SCE ~ SCL

Figura 9 - Presenca de fungos e diferentes consisténcias das unidades de biorremediagdo nos diferentes dias do
ensaio de suino. SCL = grupo controlo de larvas - ensaio de suino (substrato com Gainville mais agua) e larvas inoculadas
aos 0 dias; SE = substrato com estrume de suino e inoculadas aos 4 dias; SCE = grupo controlo do frass - ensaio de suino -
substrato similar ao grupo experimental, sem inoculacéo de larvas
Fotografias originais da autora

45.2. Presenca de mosca doméstica

Nos ensaios com estrume de galinha e suino foi relatada a presenca de varias formas

do ciclo da mosca doméstica.

A unidade de maternidade utilizada para inocular as BSFL no ensaio com estrume de

galinha continha larvas de mosca doméstica em pequena quantidade.

No 8° dia deste ensaio foi possivel observar que todas as unidades experimentais apre-
sentavam larvas e pupas de mosca doméstica, incluindo GCE. No entanto no GE foi possivel

observar as BSFL a alimentarem-se de pupas de mosca doméstica (Figura 10).

Nos dias 8 e 14 do ensaio com estrume de suino também possivel observar larvas de
mosca doméstica no SCE e adultos na proximidade. No entanto ndo foram encontradas estas

larvas nos grupos SE e SCL.
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i S/ A\ -
Figura 10 — Presenca de larvas de mosca doméstica (a) no controlo do frass, larva de mosca soldado negra a in-
gerir pupas de mosca doméstica no grupo experimental (b) e pupa de mosca doméstica encontrada durante a
pesagem das larvas (c) no 8° dia de ensaio com estrume de frango. Fotografias originais da autora.

45.3. Odor e textura final

Foi possivel detetar que os trés grupos experimentais (GE, SE e BE) apresentaram um
odor terroso e textura solta. Nos grupos controlo do frass (com estrume e sem larvas) o odor
tornou-se mais intenso e o substrato encontrava-se humido e aglomerado. Sendo que no ensaio
de suino foi possivel observar a maior diferenca. O frass obtido através da bioconversdo de

estrume de suino foi o mais solto e com odor mais terroso.
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5. Discussao

O presente estudo pretendeu avaliar se o estrume de trés espécies pecuérias (frango,
suino e bovino) permitiria um bom desenvolvimento das larvas de mosca soldado negra e for-
maria um frass de boa qualidade e posteriormente entender qual o melhor estrume para este
processo. Com este estudo pretendia-se também perceber se as larvas de mosca soldado negra

seriam uma boa ferramenta para bioconversdo de efluentes pecuarios.

A evolucéo da temperatura do substrato, apos a inoculacdo e que resulta do calor ge-
rado no metabolismo pela biodigestdo das larvas, pode afetar o desenvolvimento e sobrevivén-
cia da BSFL (Miranda et al., 2020).

Neste trabalho, as temperaturas do substrato em biodigestdo atingiram valores entre
48,70 e 53,10 °C nos grupos cujos substratos foram preparados com estrume de animais ou com
alimento Gainville. Valores entre 32.5 e 50.2 °C foram reportados por Ushakova et al., (2018).
Em geral, o grau de aquecimento depende do substrato que esta a ser digerido pelas larvas.
Altos teores de acucares e fibras no substrato sdo associados a temperaturas mais altas durante
o ciclo e também a maior bioconversdo, dentro de certos limites. Concomitantemente, a con-
versdo bacteriana passa por uma fase termofilica que pode também contribuir para 0 aumento

da temperatura do substrato no periodo de bioconversdo (Ushakova et al., 2018).

As pré-pupas ndo se alimentam, mas mantém a capacidade de movimentacdo. A tem-
peratura do substrato diminui exatamente no momento da transformac&o larvar em pré-pupa.
Assim, 0 momento em que as larvas deixam de se alimentar, mas ainda mantém a mobilidade
¢ a altura em que ocorre a diminuicdo da temperatura do substrato da alimentacdo. Pode sugerir-
se que, neste ou no periodo anterior, quando 0os componentes acessiveis do substrato séo maio-
ritariamente consumidos, as larvas, que sdo polifagos, podem desempenhar o papel de um bac-
teriéfago e alimentar-se do substrato de colonizacdo das bactérias, que efetuam compostagem
microbiana (Erickson et al., 2004; Cecilia Lalander et al., 2013; Ushakova et al., 2018).

Considerando que as temperaturas altas de substrato s&o indicativas de atividade bio-
I6gica, os substratos preparados com Gainville e larva proporcionam maior atividade do que 0s
substratos preparados com estrume e larvas, que por sua vez mostra maior atividade do que o
substrato preparado com estrume, mas sem larvas (controle do frass). Aqueles substratos (com

Gainville ou estrume) no qual foram inoculadas larvas apresentaram aos 4 dias de incubagéo
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temperaturas bastante elevadas e acima da temperatura ambiental. E um importante decréscimo

aos 11 dias.

No caso do grupo controlo frass, substrato com estrume e sem larvas ndo houve au-
mento de temperatura importante. Contudo o substrato preparado com estrume de suino mos-
trou picos de temperatura elevados aos 8 e 11 dias indicando uma atividade biologica tardia

comparativamente aos substratos com larvas deste ensaio.

Relativamente a evolugdo da temperatura (nos dias 4, 8, 11 e 14 — Tabela 6), em todos
os ensaios foi possivel observar que os grupos experimentais (GE, SE e BE), tiveram uma tem-
peratura inferior no dia 4 quando comparado com o controlo das larvas (GCL, SCL e BCL).
Todos os grupos de controlo das larvas apresentavam fungos visiveis na altura da inoculagéo,
provavelmente oriundos do alimento composto (Figura 9). Ushakova et al. (2018) descreveram
gue 0 aumento da temperatura do substrato no processo da sua bioconversdo BSFL ocorre de-
vido a combinacdo da decomposicao do substrato por microrganismos presentes no mesmo para
além da atividade das larvas. Assim, este fungo pode ter contribuido para o0 aumento da tempe-
ratura tendo sido observado que os locais com maior quantidade de fungo eram também os
locais com maior agregacdo de larvas e consequentemente focos de calor. No entanto, no final
dos ensaios a quantidade de fungo encontrada nas unidades de biodigestdo (com larvas) foi
inferior & encontrada nos primeiros dias, devido ao facto das larvas terem a capacidade de de-

gradar 0 mesmo.

Na comparacdo da evolucdo da temperatura dos grupos experimentais dos trés ensaios
foi possivel observar uma variagdo significativa da temperatura entre os dias 4 e 14 (Tabela 6),
sendo que foi possivel observar uma descida mais acentuada do dia 8 para o dia 11 no SE e no
BE (Grafico 2). Isto porque a temperatura € mais alta no inicio da biodigestdo, quando as larvas
estdo a alimentar-se mais ativamente. A medida que as estas vao entrando no 5° e 6° instar da
sua evolugdo, comecam a migrar para zonas menos himidas e cessam a sua alimentacdo (S.
Diener, Zurbrugg, et al., 2011; Makkar et al., 2014; Zurbriigg et al., 2018) e por isso a tempe-

ratura do substrato onde se encontram também diminui.

Relativamente a evolucdo do peso (nos dias 4, 8, 11 e 14 — Tabela 7), quanto a dife-
renga entre 0s grupos experimentais (GE, SE e BE) e os grupos de controlo das larvas (GCL,
SCL e BCL), foi possivel observar que o SE apresentou peso 35.47% superior ao controlo das
larvas no dia 11 e 27.74% superior no dia 14. Em relacdo ao peso final, ap0s a separagédo do

frass, foi também possivel observar que tanto o GE como o SE apresentaram valores superiores
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aos respetivos controlos (Tabela 8). O GE com um aumento de 53.9% e 0 SE com um aumento
de 36.36%. Este aumento podera dever-se a presenca de bactérias benéficas para a digestdo das

larvas no estrume (El-Dakar et al., 2021).

Foi também possivel observar que a evolucao do peso foi semelhante nos trés grupos
experimentais, isto €, o peso aumentou até ao dia 8 e depois diminuiu (Grafico 3). Este feno-
meno deve-se ao facto de as larvas expelirem o seu contetdo intestinal no final do 5° instar,
fazendo-as diminuir o seu peso quando terminam a sua fase de alimentacdo (Makkar et al.,
2014).

No que diz respeito a comparacdo dos grupos experimentais, quanto a evolucao do
peso (Tabela 7), foi possivel observar que o GE apresentou um peso significativamente superior
ao SE nos dias 4 e 14. No dia 4, o GE teve um peso 29.40% superior ao SE e no dia 14 o
aumento foi de 26.77%. Quanto ao peso final (Tabela 8) foi também possivel observar que o
peso do GE e do SE foram superiores ao BE (53,13 e 45.45% respetivamente). Estes resultados
vao de acordo com a literatura, que demonstra que as larvas alimentadas com estrume de aves
de capoeira obtiveram um peso superior aos restantes substratos utilizados (El-Dakar et al.,
2021; Gold et al., 2018; Miranda et al., 2019)..

O indice de bioconversao também foi superior nas larvas criadas em estrume de frango
(GE) e suino (SE) quando comparadas aos respetivos controlos das larvas, criadas no alimento
composto Gainville. Para além disso foi possivel observar uma maior bioconversdo no GE
(18.8%) comparativamente aos restantes grupos experimentais (SE e BE). Sendo que o estrume
com menor indice de bioconverséo foi o de bovino (9.2%).

Estes resultados sdo compativeis com os estudos de Miranda et al. (2019) que demons-
traram uma conversédo de estrume em biomassa larvar superior em estrume de aves comparati-
vamente ao estrume de suinos e bovinos leiteiros e de Rehman et al. (2017) que demonstraram
um menor indice de bioconversdo em estrume de bovinos leiteiros. Esta diferenca podera ser
atribuida ao facto do estrume de aves de capoeira ser tipicamente mais elevado em nutrientes e
mais baixo em fibra do que o estrume de bovinos de leite que contém componentes como a
celulose e a lenhina, fazendo com que as larvas tenham maior dificuldade a degradar o substrato
(Beskin et al., 2018; El-Dakar et al., 2021; C. Lalander et al., 2019; Rehman et al., 2017).

No que diz respeito & composicdo centesimal das larvas (Tabela 8), relativamente a

proteina bruta, foi possivel observar que no GE, SE e BE a percentagem de proteina em matéria
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seca foi de 33.90+2.27%, 48.11+0.84% e 37.47+3.00% respetivamente. Estes valores estdo de
acordo com os resultados reportados por Gold et al., (2018), que observaram teores proteicos
em matéria seca de 32 a 58%. No entanto El-Dakar et al., (2021) observou que nédo existiu
diferenga significativa do teor proteico entre as larvas criadas em estrume de aves e em estrume
de mamiferos. Enquanto, neste estudo foi possivel observar que as larvas criadas em estrume
de suino obtiveram mais 14.21 e 10.64% de proteina em matéria seca que as larvas criadas em
estrume de frango e bovino, respetivamente, tendo sido possivel observar uma maior percenta-
gem de proteina em matéria seca, no ensaio de suino. Foi ainda possivel observar que as larvas
criadas em estrume de suino (SE) apresentaram mais 12.38% de proteina que o respetivo con-
trolo das larvas (SCL).

Relativamente ao teor de gordura, foi possivel observar que as larvas criadas em es-
trume de suino (SE — 17.31 = 1.02% em MS) apresentaram mais 14.04% de gordura que 0
respetivo controlo de larvas (SCL — 3.27 £ .61% em MS). As larvas do SE tiveram ainda uma
percentagem superior de gordura em matéria seca que as larvas criadas nos restantes grupos
experimentais (GE — 2.96 £ 1.19 e BE — 9.15 * 3.18% de MS).

Estes resultados védo de acordo com El-Dakar et al., (2021), que referiu que o teor de
gordura em matéria seca em larvas criadas em estrume de mamiferos foi de 22,97 + 3,72%. E
com C. Lalander et al., (2016) que reportou um teor de gordura em larvas criadas em estrume

de aves de 6% em MS.

No que diz respeito a composicao centesimal do frass (Tabela 9), tendo em conta que
todos os substratos iniciaram o ensaio com uma humidade de 65%, foi possivel observar uma
reducdo de cerca de 18% em todos os grupos experimentais (GE, SE e BE). Foi ainda possivel
observar que no ensaio com estrume de suino e bovino o frass dos grupos experimentais (SE e
BE respetivamente) apresentaram menos cerca de 20% de humidade do que os grupos controlo
do frass. Esta diminuicdo pode ocorrer devido a aeracdo causada pela movimentacao das larvas.
Né&o foi possivel observar uma reducdo da matéria seca visto que a reducdo de humidade foi

superior (Cheng et al., 2017).

Todos 0s grupos experimentais apresentaram valores de humidade inferiores ao repor-
tados na literatura. Neste estudo o frass do GE, SE e BE tiveram 48.34+2.40, 43.86+£3.58 e
48.08+4.08% de humidade, respetivamente. Lopes et al., (2020) obtiveram frass com teor de

humidade de 70% ap0s a bioconversdo de residuos de aquicultura e Guo et al. (2021)
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reportaram que o frass continha um teor de humidade de 62%, ambos provavelmente inadequa-

dos para serem separados das larvas por peneiracdo devido ao alto teor de humidade.

A diminuic&o do teor de humidade dos substratos esta relacionada com a diminuigéo
dos odores ofensivos do estrume, assim como a facilidade de peneiracédo, etapa essencial de
obtencdo do frass. O ensaio com estrume de suino teve a menor humidade e foi onde se obser-
vou uma redugdo mais acentuada do odor assim como a maior facilidade de peneiragéo. A re-
ducéo do odor ocorre devido a uma reducgdo de acidos gordos volateis e fenois (Beskin et al.,
2018; Miranda et al., 2019; Wang et al., 2021), sendo que Beskin et al. (2018) demonstraram
uma reducao de 100% dos acidos gordos no estrume de suino e bovino. A reducéo dos acidos
gordos volateis esta relacionada com a reducdo de humidade do substrato (Brinton, 1998). No
que diz respeito a facilidade de peneiracdo, quando o teor de humidade é elevado, as particulas
de residuo tendem a agregar-se facilmente e aumentar de tamanho, dificultando a peneiracédo
(Cheng et al., 2017).

Relativamente a qualidade do frass, 0 azoto presente no mesmo é um dos principais
indicadores de qualidade (Liu et al., 2019). Neste estudo, ndo houve diferenca significativa
entre o composto digerido pelas larvas e 0 ndo digerido nos ensaios com estrume de frango e
de suino. No ensaio com estrume de bovino a percentagem de azoto em matéria seca foi superior
no grupo experimental (BE), que continha as larvas, comparativamente as ao grupo de controlo
do frass (BCE), sem larvas. Estes resultados ndo véao de acordo com a literatura. Rehman et al.
(2017) descreveram uma diminuicdo eficiente do azoto em estrume de bovino. Para além disso
Miranda et al. (2019) demonstraram valores de 4.8% em MS de N em estrume de aves. Liu et
al., (2019) reportaram que o teor de N teve um pico antes de diminuir. Este autor também
reportou que a diminuicdo do azoto esta ligada ao crescimento e sobrevivéncia das BSFL fa-
zendo uma passagem do substrato para as larvas. Como a compostagem no estrume de bovino
é mais dificil devido ao teor de lenhina e celulose, este fator pode contribuir pelo atraso no

desenvolvimento das larvas e por isso valores superiores de N.

No que diz respeito ao fésforo, foi possivel observar que no ensaio com estrume de
bovino o frass continha 1.624+0.120% de fosforo em MS, e o frass do ensaio com estrume de
frango continha 1.712+0.032% em MS. Este valores diferem da literatura visto que Rehman et
al., (2017) e Miranda et al., (2019) reportaram valores na ordem de 0.7% em estrume de bovino
e 2.4% em estrume de aves respetivamente. Também foi possivel observar que nos ensaios com

estrume de suino e de bovino houve um aumento de cerca de 40% dos grupos experimentais
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para 0s respetivos grupos controlo. Esta evolugéo foi também reportada por C. H. Lalander et
al., (2015), sendo que estes autores demonstraram um aumento de 31% da concentracdo de

fésforo.

Os monogastricos e 0s ruminantes apresentam diferentes capacidades de retencdo do
fosforo. Esta diferenca ocorre devido a auséncia da enzima fitase no trato digestivo dos mono-
gastricos. A fitase é responsavel por degradar fitatos, nomeadamente acido fitico que é o com-
plexo orgéanico para acumulacdo do fosforo na maior parte das plantas. Por este motivo em
diversas dietas de monogastricos é acrescentada a fitase como aditivo alimentar de forma a
disponibilizar o fésforo dos alimentos a estes animais (Campestrini et al., 2005). N&o nos foi
possivel conhecer a composicao das dietas dos animais que produziram os estrumes respetivos.
No entanto, provavelmente os diferentes teores de fosforo nos diferentes estrumes, podem ter
origem na fonte de fosforo das dietas destes animais. O estrume de frango apresenta a maior
concentracdo de fosforo, provavelmente porque sdo os animais, dentro dos grupos estudados,

com maior necessidade de suplementacdo deste mineral.

No que diz respeito ao potassio, no ensaio de frango ndo se observaram diferencas
significativas entre o frass (GE) e o substrato ndo digerido (GCE). No entanto no ensaio com
estrume de suino e bovino foi possivel observar um aumento do potdssio nos grupos experi-
mentais. Este aumento vai de acordo com Liu et al., (2019) quer demonstraram um aumento
durante a bioconversao de estrumes. Este ocorre, possivelmente devido a diminuicdo do peso e

degradacédo de matéria organica (T. Liu et al., 2019).

No que diz respeito a comparacdo entre variaveis, a matéria organica inicial e o azoto
do frass foram fatores influenciadores do peso e indice de bioconversao. Quanto maior a maté-
ria organica inicial e o azoto do frass, menor o peso das larvas e por consequéncia o IBC. Estes
resultados foram também descritos por Banks et al., (2014) que demonstraram que as larvas
criadas em substratos com maior teor proteico se desenvolveram mais rapido mas apresentavam
pesos finais menores. Este fendbmeno ocorre porque as larvas acumulam a proteina necessaria
para 0 seu desenvolvimento com menor energia consumida, resultando em larvas de menor
dimensdo (Banks et al., 2014; C. Lalander et al., 2019).

Foi também possivel confirmar que a presenca de BSF diminui a prevaléncia de mosca
doméstica. Verificou-se que nas unidades que continham larvas e pupas de mosca domeéstica,
apos a biodigestdo pelas larvas de BSF, houve uma eliminacdo da mosca doméstica em quase

toda a sua totalidade (Figura 10). Enquanto no controlo de frass, em que ndo havia BSFL, as
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larvas de mosca doméstica prevaleceram. Liu et al. (2008) e Makkar et al. (2014) também
observaram este fendmeno em bioconversao de estrumes de aves e suinos respetivamente. Este
processo reduz o nimero de larvas de mosca doméstica no ambiente em que a mosca soldado
negra estiver inserida (Bondari & Sheppard, 1987; Makkar et al., 2014).

5.1.LimitacGes do ensaio

Os ensaios e 0s seus desenhos experimentais que decorreram no @mbito deste estudo
tiveram algumas limitacGes, que ndo nos permitiram avangar nalgumas conclusdes. Entre elas,

podemos listar:

- N&o foram pesadas as caixas no final do ensaio o que fez com que nédo fosse possivel avaliar

a perda de massa;

- N&o foram calculados o carbono e a matéria orgénica final, fazendo com que néo fosse possi-

vel calcular o a diminuicdo de matéria organica;
- N&o foi possivel manter as mesmas condi¢fes ambientais em todos 0s ensaios;

- Néo nos foi possivel conhecer as dietas fornecidas aos animais de onde foram recolhidos os

efluentes;

- Né&o nos foi possivel analisar todas as variaveis nos estrumes de origem.
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Conclusao

No presente trabalho foi possivel demonstrar que as larvas ndo s se adaptam bem em
estrumes de espécies pecudrias, como ficaram como resultam em larvas de melhor qualidade
qguando cresceram nestes substratos. As larvas criadas em estrume de frango e de suino apre-
sentaram um indice de bioconversao superior aos respetivos controlos. Foi também possivel
observar que as larvas produzidas em estrume de suino apresentaram um teor superior de pro-

teina bruta e de gordura bruta em matéria seca superior ao respetivo controlo de larvas.

No que diz respeito a comparacgéo entre os trés tipos de estrume as larvas criadas num
substrato com estrume de suino apresentaram maior percentagem de gordura e proteina em
matéria seca (17.31 e 48.11% respetivamente). No entanto as larvas resultantes do ensaio com
estrume de frangos apresentavam um IBC superior (18.8%) ao obtido em estrume de suino
(16.2%). No que diz respeito a qualidade do frass, esta também foi superior ao substrato sem
acao das larvas. Nos grupos experimentais (com larvas e estrume) o frass obtido apresentou
uma diminuicdo da humidade comparativamente aos grupos de controlo do frass (apenas es-
trume sem larvas) e a humidade inicial. Esta diminuicdo de humidade resultou num composto
sem odores nocivos e com um aspeto solto. No ensaio com estrume de suino esta diminuicéo
foi mais proeminente, visto que, foi onde se verificou a maior diminuigdo de humidade e por
isso foi também o substrato com maior alteracdo de odor e textura, tornando-se solto e com um
odor neutro. Estes fatores contribuem para uma facilidade na aplicacdo do frass no solo. No
que diz respeito a composi¢do centesimal, foi possivel observar um aumento do azoto no frass
dos ensaios com estrume de frango e bovino, assim como um aumento de fosforo e potassio em

todos 0s grupos experimentais.

Foi ainda possivel observar a diminuicdo da presenca de larvas de mosca doméstica
quando as BSFL estavam presentes. Assim foi possivel confirmar que a bioconverséo de estru-
mes com BSFL € uma alternativa benéfica para o seu tratamento visto que poderia oferecer uma
solucdo para as desvantagens da compostagem tradicional e ainda fornecer uma alternativa para

0s combustiveis fosseis e plasticos.

Foi possivel concluir que as larvas de BSF podem fornecer uma ferramenta importante
para o tratamento e bioconversao de efluentes pecuarios ao mesmo tempo que geram biomassa
larvar de enorme valor bioldgico assim como um fertilizante organico de extrema qualidade,
possivel de retornar aos solos, fechando por completo um ciclo de producao, promovendo uma

maior circularidade na producao pecuéria.
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Outras analises poderao ser executadas como complemento a este trabalho de forma a
validar a utilizacdo da biomassa larvar resultante da bioconversdo de estrume, em alimentacéo

animal de forma segura.
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Apéndice Il — Anélise estatistica

Tabela 11 — Teste Friedman e Wilcoxon para avaliar a diferenga estatistica dos diferentes momentos de
medicdo de temperatura nos varios grupos nos diferentes animais

Estatisticas de teste” Estatisticas de teste”

Experimental Galinha N 3 TempdiaB_fra  Tempdial1_fr  Tempdiald_fr
Qui-guadrado 9,960 §5- ass - ass-
i Tempdiad_fra  TempdiaB_fra  Tempdiali_fr
- Grupo Animal 55 55 ass
Significancia Sig. 019
—— 5 Experimental Galinha 7 -2,023" - G74b - 405°
Qui-quadrado 13,560 Significdncia Sig. (2 043 500 686
b 5 extremidades)
Significncia Sig 004 Bovino 7 -2023% -2023% - 674°
Suino N 5 Significancia Sig. (2 043 043 500
Qui-quadrado 14,040 extremidacdes)
df 3 Suino z -2,023% -2,023" -1,753°
Significancia Sig. ,003 Significancia Sig. (2 043 043 ,080
Controlo lavas — Galinha N 5 extremidades)
Qui-quadrado 13778 Controlo larvas  Galinha 2 -1,8286° -2,023" 12140
ar 3 Significancia Sig. (2 068 043 225
Significancia Sig 003 exfremidades)
e B g Bovina  Z -1,761° 2,032 - 813t
Qui-quadrad, 12,600
SRR d Significancia Sig. (2 o078 042 416
dt 3 extremidades)
Significancia Sig. (06 suno Z 2.023° 2.023° 1,483°
Suino il 5 Significancia Sig. (2
ignificancia Sig. (2 043 043 138
Qui-guadrado 14,040 extremidades)
df 3
- a4t a4 ~ b
Significancia Sig T Controlo frass Galinha Z 447 447 1,000
Controlo frass  Galinha N 2 Significancia Sig. (2 655 655 317
extremidades)
Qui-guadrado 2,053
af 3 Bovino z - 674% 72‘023" -1,483°
Significancia Sig. 562 Significancia Sig. (2 500 043 138
EaMn N 5 extremidades)
SRR 10,920 suno Z -2,023° -1,826" 14830
df 3 Significancia Sig. (2 043 068 138
Significancia Sig. 012 exremidades)
Suino il 5 a. Testede C fes Assinadas por Wilcoxon
Qui-quadrado 13,653 b. Com base em postos positivos.
dr 3 t. Com base em postos negativos
Significincia Sia 003

a Teste Frisdman

Tabela 12 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica da temperatura entre os grupos con-
trolo das larvas e experimental nos diferentes animais

Estatisticas de teste”

Tempdiad_fra TempdiaB_fra Tempdiali_fr = Tempdiald_fr

Animal SS sS ass ass

Galinha U de Mann-Whitney 000 000 4000 9500
Wilcoxon W 15,000 15,000 19,000 24,500
Z -2619 -2,618 -1,781 -,636
Significancia Sig. (2 009 ,00g 075 525
extremidades)
Sig exata [2%(Sig. de 1 008" .0o8® 005" 548°
extremidade)]

Bovino U de Mann-Whitney 000 ,000 5000 11,500
Wilcoxon W 15,000 15,000 20,000 26,500
z -2619 -2,611 -1,571 -210
Significancia Sig. (2 009 ,a09 6 834
extremidades)
Sig exata [2%(Sig. de 1 008" 0os® 151" 841°
extremidade)]

Suino U de Mann-Whitney 000 1,500 4,000 6,000
Wilcoxon W 15,000 16,500 19,000 21,000
z -2611 -2,305 -1,776 -1,366
Significancia Sig. (2 009 021 076 172
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 Joog? 016" i1 222°

extremidade)]

a. Variavel de Agrupamento: Grupo

b. Mo corrigido para vinculos.
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do frass e experimental nos diferentes animais

Estatisticas de teste”

Tempdiad_fra Tempdia8_fra Tempdiali_fr  Tempdial4_fr
Animal S5 s5 ass ass
Galinha U de Mann-Whitney 000 4,000 3,000 2,500
Wilcoxon W 3,000 7,000 18,000 5,500
Z -1,936 -402 -782 -,986
Significancia Sig. (2 053 688 434 324
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 0e5" 857" 5710 381"
extrenidade)]
Bovino U de Mann-Whitney 000 4000 12,000 6,500
Wilcoxon W 15,000 19,000 27,000 21,500
Z -2,611 -1,776 -108 -1,257
Significdncia Sig. (2 008 076 814 ,209
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. d& 1 008" 095t 1,000° 222°
extrernidade)]
Suino U de Mann-Whitney 000 500 4,000 000
Wilcoxon W 15,000 15,500 19,000 15,000
z 22619 22522 1,776 22,611
Significdncia Sig. (2 008 012 076 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 o0oa® .00a® 095" ooa”

extremidade)]

a. Variavel de Agrupamento: Grupo

b. M&o corrigido paravinculos.

Tabela 14 — Teste Friedman e Wilcoxon para avaliar a diferenca estatistica dos diferentes momentos de
medicdo do peso nos varios grupos nos diferentes animais

Estatisticas de teste”

Experimental Galinha

Bovino

Suino

Controlo larvas  Galinha

Eavino

Suino

N
Quirguadrado
df

Significancia Sig.

M
Qui-guadrado
df

Significancia Sig.

]
Qui-guadrado
df

Significancia Sig.

¥
Qui-guadrado
df

Significancia Sig.

]

Qui-quadrado

df

Significancia Sig
V]

Qui-quadrado

df

Significancia Sig

5

12,840

3

005

5

12,120

007

14,040

003

14,040

003

10,680

014

7,800

050

Estatisticas de teste®

PESOdia4-  PESOdial1-  PESOdiat4-

Grupo Animal PESOdias PESOdia8 PESOdiald

Experimental Galinha 2 -2,023" -1,883" -1,214"
Significncia Sig. (2 043 138 225
extremidades)

Bovino  Z -2,023" -1,2140 -1,483"
Significancia Sig. (2 043 225 138
extremidades)

Suino z -2,023" -2,023° -2,023°
Significancia Sig. (2 043 043 043
extremidades)

Controlo larvas  Galinha  Z -2,023" -1,214" -2,023"
Significancia Sig. (2 043 225 043
extremidades)

Bovino  Z -2,023" -2,023° -1,753"
Significancia Sig. (2 043 043 080
extremidades)

Suino z - 405" -2,023° -1,214°
Significancia Sig. (2 JGBE 043 225

extremidades)

a. Teste de Classificagdes Assinadas por Wilcoxon

b. Com hase em postos positivos.

a. Teste Friedman
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Tabela 15 - Teste Kruskal Wallis para avaliar a diferenca estatistica das variaveis do frass entre animais nos

diferentes grupos

Estatisticas de teste®”

Tempdiad_fra

TempdiaB_fra

Tempdiall_fr

Tempdiald_fr

Grupo MS_frass HT_frass Cinzas_frass MN_frass PB_frass P_frass K_frass Zn_frass S5 ss ass ass
Experimental H de Kruskal-Wallis 3,283 3,283 12,500 12,500 12,020 10,500 12,500 12,500 5,004 12,042 10,312 11,416
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Significancia Sig 194 194 002 002 ,002 005 002 002 082 002 006 ,003
Confrolo larvas  H de Kruskal-Wallis 12,545 3101 9,051 9,680
df 2 2 2 2
Significdncia Sig 002 212 01 008
Controlo frass H de Kruskal-Wallis 8,077 8,077 9,423 7462 7462 4,808 6,838 9,423 2,436 8,582 9,456 8,131
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Significancia Sig 018 018 009 024 024 090 ,033 009 296 014 009 017

a. Teste Kruskal Wallis
b. Varidvel de Agrupamento: Animal

Tabela 16 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das variaveis do frass entre 0s ensaios
de frango e bovino nos diferentes grupos

Estatisticas de te

ste®

Tempdiad_fra

TempdiaB_fra

Tempdial1_fr

Tempdial4_fr

Grupo MS_frass  HT_frass  Cinzas_frass N_frass PB_frass P_frass K_frass Zn_frass S8 S8 ass ass

Experimental U de Mann-Whitney 10,000 10,000 000 000 000 5,000 000 000 5500 1,000 6,000 2,500
Wilcoxon W 25,000 25,000 15,000 15,000 15,000 20,000 15,000 15,000 20,500 16,000 21,000 17,500
z -,522 -522 -2,611 -2,611 -2611 -1,567 -2,611 -2611 -1,467 -2410 -1,379 -2,102
Significancia Sig. (2 602 602 009 009 009 7 009 009 142 016 168 036
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 6ot 6o0® oos? oog® oos? 1518 oog® oos? A51° 0168 2220 03zt
extremidade)]

Controlo larvas U de Mann-Whitney 000 4,000 4,000 5,000
Wilcoxan W 15,000 19,000 19,000 20,000
z -2627 1776 1,776 21,571
Significancia Sig. (2 009 076 076 M6
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 008® 095" 095" 151"
extremidade)]

Controlo frass U de Mann-Whitney 5,000 5,000 000 3,000 3,000 000 000 000 2,000 2,000 000 4,000
Wilcoxon W 20,000 20,000 15,000 6,000 6,000 15,000 15,000 15,000 5,000 5,000 15,000 7,000
z ,000 ,000 -1,936 - 775 - 775 -1,936 -1,936 -1,936 -1,162 -1,162 -1,954 -, 387
Significancia Sig. (2 1,000 1,000 053 439 439 053 053 053 245 245 051 689
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 1,000° 1,000 095" 710 718 095" 095® 095" 381" 381" 095" 857"

extremidade)]

a. Varidvel de Agrupamento: Animal
b. Mo corrigido para vinculos.

Tabela 17 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das varidveis do frass entre os ensaios
de frango e suino nos diferentes grupos

Estatisticas de teste”

Tempdiad_fra

Tempdia8_fra

Tempdial1_fr

Tempdiald_fr

Grupo MS_frass HT_frass Cinzas_frass N_frass PB_frass P_frass K_frass Zn_frass S5 58 ass ass

Experimental U de Mann-Whitney 4,000 4,000 000 000 000 000 000 000 3,000 000 000 000
Wilcoxon W 19,000 19,000 15,000 15,000 15,000 15,000 15,000 15,000 18,000 15,000 15,000 15,000
z -1,781 -1,781 -2,611 -2,611 -2,611 -261 -2,611 -2,611 -1,984 -2,619 -2,619 -2,619
Significancia Sig. (2 075 075 009 008 008 009 008 ,009 047 ,009 009 ,009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 Das® 095" 008" 008" 008" 008" 008" 008" 056" 008" 008" 008"
extremidade)]

Controlo larvas U de Mann-Whitney 000 7,500 3,500 1,500
Wilcoxon W 15,000 22,500 18,500 16,500
Z -2619 -1,048 -1,886 -2,305
Significancia Sig. (2 008 ,295 059 021
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 008" 3100 056" 0186°
extremidade)]

Controlo frass U de Mann-Whitney ,000 ,000 000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 15,000 3,000 15,000 3,000 3,000 15,000 15,000 15,000 4,000 3,000 3,000 3,000
Z -1,836 1,936 -1,936 -1,836 -1,836 -1,936 -1,836 -1,836 -1,563 -1,854 -1,936 -1,836
Significancia Sig. (2 053 053 053 053 053 053 053 053 A8 051 053 053
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. ds 1 [0as® 0950 095" 095" 0950 085" 0950 0950 180" 095" 095" 095"

extremidade)]

a. Variavel de Agrupamento: Animal
b. Néo corrigido para vinculos.
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Tabela 18 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das varidveis do frass entre os ensaios de
suino e bovino nos diferentes grupos
Estatisticas de teste®

Tempdiad_fra Tempdia8_fra Tempdiali_fr Tempdiald_fr

Grupo MS_frass HT_frass  Cinzas_frass M_frass PB_frass P_frass K_frass 7n_frass 55 55 ass ass

Experimental U de Mann-Whitney 7,000 7,000 000 000 1,000 000 000 000 7,000 000 000 000
Wilcoxon W 22,000 22,000 15,000 15,000 16,000 15,000 15,000 15,000 22,000 15,000 15,000 15,000
z -1163 -1,163 -2,611 -2,611 -2,402 -2,611 -2,611 -2,611 -1,149 -2611 -2619 -2,611
Significancia Sig. (2 245 245 ,009 ,009 016 008 009 009 251 009 009 008
extremidades)
Sig exata [2(Sig. de 1 a1t 3108 .0o8® 008" 016" 008" 008" 008" 3100 008" 008" 008"
extremidade)]

Controlo larvas U de Mann-Whitney 000 10,000 000 000
Wilcoxon W 15,000 25,000 15,000 15,000
z -2619 - 522 -2611 -2,619
Significancia Sig. (2 009 602 009 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 008" 690" 008" 008°
extremidade])]

Controlo frass U de Mann-Whitney 000 000 000 1,000 1,000 10,000 4,000 000 10,000 000 000 000
Wilcoxon W 15,000 15,000 15,000 16,000 16,000 25,000 19,000 15,000 25,000 15,000 15,000 15,000
z 22611 2,611 -2,611 2402 2,402 522 1,776 22611 -532 22619 22619 2,611
Significancia Sig. (2 009 ,009 008 016 016 602 076 009 595 009 009 008
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. d& 1 ,008® 008® LLER 016" 016" 6a0® 0a5° ,008® ,6a0” J0ng® oog® oogt

extremidade)]

a. Variavel de Agrupamento: Animal

b. Nio corrigido para vinculos.

Tabela 19 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das varidveis do frass entre o grupos
controlo do frass e experimental nos diferentes animais

Estatisticas de teste”

Animal MS_frass  HT_frass Cinzas_frass  N_frass PB_frass  P_frass K_frass Cu_frass  Zn_frass

Galinha U de Mann-Whitney 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Wilcoxon W 3,000 156,000 3,000 15,000 15,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Z -1,936 -1,936 -1,936 -1,836 -1,936 -1,936 -1,836 -1,936 -1,936
Significancia Sig. (2 053 053 053 053 053 053 053 053 053
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 a5t 0ast a5t 0gs® 085t a5t 085 0as? 0as?
extremidade)]

Bovino U de Mann-Whitney 2,000 2,000 3,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
Wilcoxan W 17,000 17,000 18,000 15,000 15,000 15,000 15,000 15,000
z -2193 -2193 -1,984 -2,611 -2,611 -2,611 -2,611 -2,611
Significancia Sig. (2 028 028 047 008 008 009 ,00g 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. dz 1 032° 032° 056° J00g® ooe® 008" [0oa® ooa®
extremidade)]

Suino U de Mann-Whitney 000 000 000 5,000 5,000 000 ,ao0 ,a00
Wileoxon W 15,000 15,000 15,000 20,000 20000 15000 15,000 15,000
z -2,619 -2619 -2,611 -1,567 -1,567 -2,611 -2,611 -2,611
Significancia Sig. (2 009 009 008 a7 A7 009 .a09 .a09
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. da 1 008° 00g® 008° 1510 151° 008t oos® [oos®

extremidade)]

a. Varidvel de Agrupamento: Grupo

b. M&o corrigido para vinculos.

Tabela 20 - Teste Kruskal Wallis para avaliar a diferenca estatistica das variaveis das larvas entre animais

Estatisticas de teste™

Cinzas_larva PESOfinal_lar  Taxa_bioconv | Taxa_bioconv
Grupo MS_lavas  HT lawas s N_avas  PB_lavas  GB_lavas | FB_lavas vas ersio_total ersio_MS  PESOdiad  PESOdia8  PESOdial1  PESOdiatd
Experimental  H de Kruskal-Wallis 8,520 8,520 12500 10,500 10,500 12,020 7,480 11,260 11,601 8,780 8,074 5790 5840 10,640
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Significancia Sig 014 014 002 005 005 002 024 004 003 o2 o8 055 054 005
Gontrolo lavas  H de Kruskal-Wallis 10,693 10,693 9380 11580 11,580 10,500 9,980 5,797 6,059 10,500 5,840 12,500 12,500 12,500
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Significancia Sig 005 005 009 003 003 005 007 055 048 005 054 002 002 002

a
b

Teste kruskal Wallis
Varidvel de Agrupamento: Animal

Tabela 21 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das varidveis das larvas entre os en-
saios de frango e bovino nos diferentes grupos

Estatisticas de teste”

Ginzas_larva PESOfinal_lar | Taxa_biotany  Taxa_bioconv

Grupo WS_lavas  HT_lavas s N_lanas  PB_lavas  GB_lavas  FB_lanas vas erséo_total ersdo_MS  PESOdiad  PESOdia8  PESOdiat1 | PESOdial4

Experimental U de Mann-Whitney 2,500 2500 000 5,000 5,000 1,000 7,000 000 000 2,000 3,000 8,000 9,000 3,000
Wilcoxen W 17,500 17,500 15000 20,000 20,000 16,000 22,000 16,000 15,000 17,000 18,000 23,000 24,000 18,000
z -2,085 -2,095 -2,611 1567 1,567 -2402 -1,149 -2,627 -2619 -2193 -1,891 -840 - 731 -1,984
Signficancia Sig. (2 036 036 008 M7 M7 016 251 009 009 028 047 347 465 047
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 032% 0320 L008® 1518 1518 016" 310 008" 008" 0328 056" 4t 548" 056"
extremidade)]

Controlo lavas U de Mann-Whitney 4,500 4,500 5,000 2,000 2,000 5,000 7,000 4,000 4,000 5,000 4,000 ,000 000 000
Wileoxan W 19,500 19,500 20000 17,000 17,000 20,000 22,000 19,000 19,000 20,000 19,000 15,000 15,000 15,000
z 1676 1676 1567 2193 2193 1,567 -1,149 1,844 1,781 1567 1,776 -2611 2611 2,611
Significancia Sig. (2 084 094 M7 028 028 M7 251 065 075 M7 078 009 009 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sia. de 1 095" 095" 151" 032° 032" A5 310 095" 095" 151° 095" 008" 008" 008"

extremidade)]

a.Variavel de Agrupamento: Animal
b. N&o corrigide para vinculos.
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Tabela 22 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das variaveis das larvas entre os ensaios
de frango e suino nos diferentes grupos

Estatisticas de teste”

Cinzas_lawva PESOfinal_lar  Taxa_biocony  Taxa_biotony

Grupo MS_lavas  HT _lavas s N_avas PB_lavas GB_lavas  FB_lavas vas ersao_total ersio_MS  PESOdiad  PESOdia8  PESOdiall  PESOdiald

Experimental U de Mann-Whitney 7,000 7,000 000 000 000 000 3,000 3,000 2,000 7,000 1,000 000 000 000
Wilcoxon W 22,000 22,000 15,000 15,000 15,000 15,000 18,000 18,000 17,000 22,000 16,000 15,000 15,000 15,000
z -1,149 -1,149 2611 2611 2,611 -2611 -1,984 -1,997 -2193 1149 -2410 -2,619 -2611 2611
Significancia Sig. (2 251 251 009 009 009 009 047 046 028 251 016 009 008 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 3100 3100 008 008 008 005" 056" 056" 032b 310t 016° ,008° oot ,008°
exremidade)]

Controlo lanvas U de Mann-Whitney 000 000 2,000 000 000 000 000 2,000 1,000 000 3,000 000 000 000
Wilcoxon W 15,000 15,000 17,000 15,000 15,000 15,000 15,000 17,000 16,000 15,000 18,000 15,000 15,000 15,000
z 2,619 2,619 2193 2611 2,611 -2611 2,611 -2,278 -2,402 -2611 1,984 2,611 -2611 2611
Significancia Sig. (2 009 009 028 009 009 009 009 023 016 008 047 009 008 009
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 008" 008" 032° 008" 008" 008® 008" 032° Ity Joog® 056" 008" Joog® 008"
extremidade)]

a.Variavel de Agrupamento: Animal
b. N&o corrigido para vinculos

Tabela 23 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das variaveis das larvas entre os ensaios de
suino e bovino nos diferentes grupos

Estatisticas de teste”

Cinzas_lava PESOfinal_lar  Taxa_bioconv  Taxa_bioconv

Grupo MS_lavas  HT _larvas s N_lavas  PB_lavas  GB_lanas  FB_lavas vas ersio_total ersio MS  PESOdiad  PESOdia8  PESOdiall  PESOdiald

Experimental U de Mann-Whitney 000 000 000 000 000 000 1,000 000 000 000 5,000 8,000 7,000 1,000
Wilcoxon W 15,000 15,000 15000 15,000 15,000 15,000 16,000 15,000 15,000 15,000 20,000 23,000 22,000 16,000
z 2811 2,611 2,811 2,611 2,611 2,811 -2,402 -2,627 -2,618 2,611 1,567 -543 1,149 -2,402
Significancia Sig. (2 008 009 009 008 008 009 016 009 009 009 M7 346 251 016
extremidades)
Sig exata [24(Sig. de 1 008" .oogt Joog® ,oo8® Joog® Joog® 016% 008t Joog® ,008® 1518 421t 3100 016%
extremidade)]

Gontrolo larvas U de Mann-Whitney 000 000 000 000 000 000 000 10,500 10,500 000 6,000 000 000 000
Wilcoxon W 15,000 15,000 15000 15,000 15,000 15,000 15,000 25,500 25,500 15,000 21,000 15,000 15,000 15,000
z 2619 -2,619 2,811 2,611 2611 2,811 2,611 -438 - 424 2811 -1,358 2,811 2,811 2,611
Significancia Sig. (2 008 009 009 008 008 009 009 861 671 009 175 009 009 009
exremidades)
Sig exata [24(Sig. de 1 ,008° .oog® .ooa® 008" .ooa® .ooa® ,008® ,690° J680° ,008° 233° .ooa® ,008° ,008®

extremidade)]

a.Varidvel de Agrupamento: Animal
b. N&o corrigido para vineulos

Tabela 24 - Teste Mann-Whitney para avaliar a diferenca estatistica das variaveis das larvas entre o grupos con-
trolo das larvas e experimental nos diferentes animais
Estatisticas de teste”
PESOfinal_larv  PESOdiad_201 PESOdia8_201 PESOdial1_2 PESOdia14_2

Animal MS_larvas  HT_larvas  Cinzas_larvas  PB_larvas  GB_lavas as avas arvas Olarvas Olarvas

Galinha U de Mann-Whitney 1,500 1,500 000 000 000 000 10,000 11,000 12,000 2,000
Wilcoxon W 16,500 16,500 15,000 15,000 15,000 15,000 25,000 26,000 27,000 23,000
z 2,305 2,305 2,611 2611 2611 2,627 -522 313 104 -840
Significancia Sig. (2 021 021 008 008 008 008 602 754 87 347
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 016" 016® \ooa® ooa® \ooa® 008 Gag® a4t 1,000° 421t
extremidade)]

Bovinog U de Mann-Whitney 7,000 7,000 000 000 000 7,500 11,000 3,500 3,000 000
Wilcoxon W 22,000 22,000 15,000 15,000 15,000 22,500 26,000 18,500 18,000 15,000
z -1,149 1,149 2,611 2611 2611 -1,085 -313 -1,886 -1,984 2,611
Significancia Sig. (2 251 251 008 008 009 278 754 059 047 008
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 3100 310° o0st oogb o0sb 3100 841t 056" 056" oos®

extrernidade)]

Suino U de Mann-Whitney 000 000 ,000 000 000 000 11,000 000 000 ,000
Wileoxon W 15,000 15,000 15,000 15,000 15,000 15,000 26,000 15,000 15,000 15,000
z -2,619 2619 -2,611 2,611 2,611 -2,627 -313 2,611 2,611 -2,611
Significancia Sig. (2 009 009 009 009 009 008 754 009 009 Rk

extremidades)

Sig exata [2*(Sig. de 1 oog” oog” 008" 008" 008" 008" 8410 008" 008" 008"
extremnidade)]

a. Variavel de Agrupamento: Grupo

b. Mo corrigido paravinculos
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Tabela 25 — Correlacdes de Pearson para avaliar a correlagdo das varidveis nos grupos experimentais

Correlagdes

MC_inicial_fr PESOfinal_lar ~ Taxa_bioconv — Taxa_bioconv
ass MS_frass HT_frass N_frass PB_frass MS_larvas N_larvas PB_larvas GB_larvas vas EISéDilDIB\ ersénJﬂE PESCdial4
MO_inicial_frass Corelagdo de Pearson 1 029 -,029 7837 789" 556 236 230 410 -a26 " -925" 655 448
Sig. (2 extremidades) 919 919 001 000 032 397 410 128 000 000 032 094
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
MS_frass Correlagdo de Pearson 029 1 -1,000" ,359 368 -332 582" 578 489 146 142 -330 -G48
Sig. (2 extremidades) 919 000 189 77 226 023 024 078 603 815 229 008
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
HT_frass Correlagdo de Pearson -020  -1,000" 1 -,359 -368 332 582" 578 - 469 - 146 -142 330 645"
Sig. (2 extremidades) 910 000 RE!] AT7 226 023 024 078 603 615 228 008
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
MN_frass Corelagdo de Pearson 783" 1359 -350 1 1,000 041 7647 7617 843" - 595 -603 040 - 7a0”
Sig. (2 extremidades) 001 189 189 000 884 001 001 000 018 07 886 000
N 18 15 15 15 185 15 185 15 185 15 18 15 185
PB_frass Correlagdo de Pearson 789" 368 -368 10007 1 051 758" 756" 838" - 599" -,607 050 - 792"
Sig. (2 extremidades) 000 A77 AT 000 857 001 001 000 018 0186 859 000
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
MS_lavas Corelagdo de Pearson 555 -332 1332 041 051 1 -7 574 328 624" 621 1,000" 216
Sig. (2 extremidades) 032 226 ,226 B84 85T 026 025 233 013 013 000 440
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
N_lanvas Correlagdo de Pearson 236 582 582" 764" 759" .57 1 1,000" 37" 003 - 006 571" -804"
Sig. (2 extremidades) 397 023 023 001 001 026 000 000 991 983 026 000
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
PB_lanas Correlagdo de Pearson 230 578 578 7617 756 574 1,000" 1 037" 008 000 - 574 8017
Sig. (2 extremidades) 410 024 024 001 001 025 000 000 875 098 025 000
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
GB_lanas Corelagdo de Pearson 410 469 -469 843" 838" -328 937" 837" 1 -129 138 -328 787
Sig. (2 extremidades) 129 078 078 000 000 233 000 000 648 625 233 001
N 18 15 15 15 185 15 185 15 185 15 18 15 185
PESOfinal_larvas Correlagdo de Pearson 926" 146 - 146 - 505 -599" 624" 003 009 -129 1 809" -624" 221
Sig. (2 extremidades) 000 503 603 019 018 013 991 975 648 000 013 428
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Taxa_bioconversdo_total  Correlagdo de Pearson -925" 142 182 603 607 -621" -006 000 -138 a99” 1 -6217 226
Sig. (2 extremidades) 000 515 615 017 016 013 983 998 625 000 013 a7
N 185 15 15 15 15 15 185 15 185 185 185 15 185
Taxa_bioconversdo_MS  Correlagdo de Pearson 555" -330 1330 040 050 1,000" 571" 574 -328 624" 621" 1 214
Sig. (2 extremidades) 032 229 229 886 859 000 028 025 233 013 013 444
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
PESOdiald Corralagdo de Pearson - 448 645" 6457 -7907 792" 26 -,804" -8017 T 221 226 214 1

Sig. (2 extremidades) 064 008 000 ,000 000 440 000 000 001 428 M7 444
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

** Acorrelagdo € significativa no nivel 0,01 (2 extremidades)
*. Acorrelagdo & significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
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