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      _Resumo

A urgente transição para sistemas agroalimentares mais sustentáveis exige, a 

diferentes níveis, soluções inovadoras para enfrentar desafios como o desper-

dício alimentar. As larvas de mosca soldado negro (BSFL) têm emergido como 

uma estratégia para a valorização de resíduos alimentares, convertendo-os em 

proteína para a alimentação humana e animal. No entanto, a utilização destes 

substratos pode identificar preocupações de segurança microbiológica, nome-

adamente associadas a bactérias toxigénicas. 

Neste estudo foi utilizada a técnica de PCR para avaliar a presença de genes 

codificadores de toxinas de Escherichia coli (stx1 e stx2) e Bacillus cereus 

(cytK, nheA, hblD) isoladas de matrizes associadas ao processo de bioconver-

são por BSFL, em contexto industrial. As larvas foram criadas em dois substra-

tos: resíduos alimentares (teste) e dieta Gainesville (controlo). E. coli foi isolada 

em substrato e larvas, mas não na farinha de BSFL; stx1 foi detetado apenas 

num isolado de larvas teste e stx2 não foi detetado. B. cereus foi isolado em 

substrato e farinha de BSFL, apresentando todos os isolados pelo menos um 

gene de enterotoxina, sendo cytK o mais prevalente. 

Apesar da deteção destes genes, os resultados evidenciam o potencial das 

BSFL como abordagem segura e sustentável para valorização de resíduos ali-

mentares, numa perspetiva One Health. 

      
      _Abstract

The transition towards more sustainable agrifood systems requires innovative 

solutions to address challenges such as food waste. Black soldier fly larvae 

(BSFL) have emerged as a promising strategy for the valorisation of food waste, 

converting them into protein for human and animal food. However, the use of 

such substrates raises microbiological safety concerns, particularly related to 

toxigenic bacteria. 

This study used PCR to evaluated the presence of toxin-encoding genes of 

Escherichia col i (stx1 and stx2) and Baci l lus cereus (cytK, nheA, hblD), isolated 

from matrices associated with the BSFL bioconversion process under industrial 

conditions. Larvae were reared on two substrates: food waste (test group) and 

Gainesvi l le diet (control group). E. col i was isolated from substrate and larvae 

but not from the meal; stx1 was detected in only one isolate from test larvae, 

while stx2 was not detected. B. cereus was isolated from substrate and meal, 

with al l isolates harbouring at least one enterotoxin gene, with cytK being the 

most prevalent. 

Despite the detection of these genes, the results support the potential of BSFL for 

the safe and sustainable valorisation of food waste, in a One Health perspective.

_Introdução

Os sistemas agroalimentares atuais enfrentam múltiplos desa-

fios globais, incluindo a persistência da insegurança alimentar, 

a malnutrição, as elevadas emissões de gases com efeito de 

estufa, a pressão sobre os recursos naturais e os elevados níveis 

de perda e desperdício alimentar ao longo da cadeia alimentar 

(1). Estes desafios evidenciam a necessidade de promover a 

transição para sistemas alimentares mais sustentáveis, resilien-

tes e eficientes na utilização de recursos. A redução da perda e 

do desperdício alimentar e a valorização de resíduos orgânicos 

assumem um papel central, dado que uma parte significativa 

dos alimentos produzidos globalmente é perdida ou desperdiça-

da ao longo da cadeia alimentar (2). Adicionalmente, os resíduos 

alimentares são um problema global de saúde pública, com im-

plicações para a saúde humana e animal, devido à emissão de 

gases com efeito de estufa, à promoção da disseminação de 

agentes patogénicos e ao seu contributo para a insegurança ali-

mentar (3,4). Assim, a valorização destes resíduos surge como 

uma estratégia promissora para sistemas agroalimentares mais 

sustentáveis e para a mitigação dos riscos associados à saúde 

pública.

_Alimentação e nutrição
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As larvas da mosca soldado negro (Hermetia i l lucens; BSFL) 

têm emergido como uma solução promissora para a valori-

zação de resíduos orgânicos, convertendo substratos ricos 

em matéria orgânica em biomassa larval r ica em proteína e 

l ípidos, com potencial aplicação na alimentação humana e 

animal, contribuindo para o desenvolvimento de novos siste-

mas agroalimentares mais sustentáveis (5,6). No entanto, a 

uti l ização de resíduos alimentares como substrato de inse-

tos levanta também desafios relacionados com a segurança 

microbiológica (7).

Entre os microrganismos potencialmente relevantes neste 

contexto destacam-se Bacil lus cereus e Escherichia col i, 

bactérias frequentemente associadas a doenças de origem 

alimentar, capazes de produzir toxinas (8,9). Estas bactérias 

podem estar presentes nos resíduos al imentares uti l izados 

como substrato e, consequentemente, ser transfer idas para 

as larvas durante o processo de bioconversão (7). Vários 

estudos têm investigado a sua presença em sistemas de 

cr iação de BSFL, sendo das espécies mais frequentemente 

estudadas em diferentes matr izes (10 -12).

Algumas estirpes de B. cereus produzem enterotoxinas im-

plicadas na síndrome diarreica decorrente de intoxicações 

alimentares, nomeadamente os complexos não hemolítico 

(non-hemolytic enterotoxin, NHE) e hemolítico (hemolysin 

BL, HBL), bem como a citotoxina K (CytK), codif icados pelos 

genes nhe, hbl e cytK, respetivamente (8,13). Estas enteroto-

xinas são produzidas no intestino após ingestão de alimentos 

contaminados e podem causar danos nas células epiteliais 

intestinais, resultando em sintomas gastrointestinais como 

diarreia, dor abdominal e náuseas (8). A presença de estirpes 

de B. cereus portadoras destes genes,  codif icadores de en-

terotoxinas, em cadeias de produção alimentar pode repre-

sentar um potencial risco para a segurança dos alimentos. De 

acordo com a combinação de genes de toxinas detetados, 

os isolados de B. cereus podem ser agrupados em diferentes 

perfis toxigénicos. De forma geral, sete perfis principais têm 

sido descritos na literatura: A (nhe+, hbl+, cytK+), B (nhe+, 

cytK+, ces+), C (nhe+, hbl+), D (nhe+, cytK+), E (nhe+, ces+), 

F (nhe+), e G (cytK+). A caracterização destes perfis toxigé-

nicos constitui uma abordagem relevante para avaliar o po-

tencial de virulência das estirpes de B. cereus presentes em 

diferentes matrizes alimentares (14). 

Escherichia coli é uma bactéria amplamente distribuída no trato 

gastrointestinal de humanos e animais, sendo frequentemente 

utilizada como indicador de contaminação fecal em alimentos 

e ambientes de produção alimentar (15). Algumas estirpes 

patogénicas de E. coli, designadas como Shiga toxin-producing 

Escherichia coli (STEC), são capazes de produzir toxinas Shiga, 

codificadas pelos genes stx1 e stx2 (9). Estas toxinas podem 

originar sintomas como diarreia, dor abdominal e, em casos 

mais graves, a síndrome hemolítica-urémica (9,16).

Neste contexto, a presença de estirpes portadoras destes 

genes pode representar um potencial risco para a saúde 

pública, tornando relevante a sua monitorização em novos 

sistemas agroalimentares baseados na valorização de resíduos, 

particularmente devido às elevadas cargas microbianas destes 

substratos, o que reforça a necessidade de avaliar a ocorrência 

de bactérias toxigénicas e dos respetivos genes de virulência 

ao longo do processo de produção (17,18). Apesar de estudos 

prévios abordarem a redução da carga microbiana pelas BSFL 

e a ocorrência destes microrganismos ao longo do processo 

de bioconversão, a informação sobre o potencial toxigénico 

das estirpes permanece limitada.  

Assim, torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre 

a ocorrência de microrganismos potencialmente toxigénicos 

e dos respetivos genes codif icadores de toxinas em insetos 

criados a partir de resíduos alimentares, de forma a garantir 

a segurança microbiológica dos produtos obtidos e apoiar 

o desenvolvimento sustentável destes novos sistemas 

agroalimentares. Até à data, o conhecimento sobre estes 

genes em BSFL permanece limitada, sendo este estudo, tanto 

quanto é do nosso conhecimento, o primeiro a investigá-los 

em diferentes matrizes do processo de bioconversão.
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_Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi aprofundar o conheci-

mento sobre a segurança da uti l ização de resíduos alimen-

tares como substrato para a produção de larvas da mosca 

soldado negro (BSFL), em contexto industrial, através da de-

teção da presença de Bacil lus cereus e Escherichia coli nos 

produtos derivados do processo de bioconversão, e da pes-

quisa de genes produtores de toxinas nas estirpes isoladas 

(cytK, nheA, hblD em B. cereus e stx1, stx2 em E. coli ).

Foi também objetivo deste trabalho propor potenciais estraté-

gias de mitigação para reduzir os riscos associados a estas 

toxinas nestes novos sistemas alimentares.

_Materiais e métodos

Desenho experimental e amostragem

As larvas de mosca soldado negro foram criadas com dois 

substratos num ensaio de bioconversão realizado nas instala-

ções de I&D da EntoGreen (Ingredient Odyssey SA, Santarém, 

Portugal): uma dieta estandardizada para insetos (Gainesville; 

67% água, 17% farelo de trigo, 6,6% farinha de milho e 9,9% 

alfafa), utilizada como controlo, e uma mistura heterogénea 

de resíduos alimentares (vegetais e frutas, cereais, carne e 

peixe crus e cozinhados, ovos, cascas de ovo e produtos de 

padaria). Foram recolhidos 1847,5kg de resíduos alimentares 

de restaurantes de Santarém, com apoio da Câmara Munici-

pal, posteriormente triturados e processados para obtenção 

do substrato de teste. Foram estabelecidas 114 unidades ex-

perimentais e 144 unidades de controlo, em caixas de PVC 

(60 × 40 × 11cm) desenvolvidas pela EntoGreen. Para a aná-

lise microbiológica, foram colhidas aleatoriamente amostras 

independentes de substrato (dia 1, antes da inoculação) e de 

larvas (dia 14, após separação do frass), sendo cada amos-

tra obtida a partir de uma mistura homogeneizada de diferen-

tes caixas por grupo (n=3 para teste e n=3 para controlo). 

As amostras de farinha de BSFL foram igualmente recolhidas 

aleatoriamente, a partir de diferentes lotes, imediatamente 

após o processamento das larvas (~90°C), correspondendo a 

n=3 para o grupo teste e n=3 para o grupo controlo.

Isolamento de Bacillus cereus e Escherichia coli

As bactérias foram isoladas a partir de três tipos de amostras 

dos grupos teste e controlo: (a) substrato das larvas; (b) larvas; 

e (c) farinha produzida a partir das BSFL destinada à utilização 

como fonte proteica para alimentação humana e animal. O isola-

mento foi realizado utilizando técnicas de microbiologia alimen-

tar de acordo com as normas ISO 7932:2004/Amd 1:2020 e ISO 

16649-2:2001/Amd 2:2023, para Bacillus cereus e Escherichia 

coli, respetivamente.

Extração de ADN e Primers

As colónias isoladas das amostras foram inoculadas, indivi-

dualmente, num tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo LB 

(VWR BDH® Chemicals, Leuven, Bélgica) e incubadas a 37°C 

durante 18 h, sob agitação a 225 rpm. As células bacterianas 

foram recolhidas por centrifugação, seguindo-se a extração 

de ADN com o kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, Valen-

cia, CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante para 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Os primers util i-

zados neste estudo para amplif icação de cytK, nheA, hblD, 

stx 1 e stx 2 encontram-se na tabela 1.

artigos breves_   n. 9
_ 

_ _ 

 
Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

número

39

2026

2ª série

Tabela 1:       Lista de primers utilizados neste estudo.

F: ATCGGTCAAAATGCAAAAACAC

R: ACCCAGTTACCAGTTCCGAATG

F: AGGTAAATGCGATGAGTAG

R: TTGTTGAATGCGAAGAG

F: GTTAGATACAGCGAAGCCAC

R: CCGCCAGTTACAACAATA

F: TGT CGC ATAGTGGAACCTCA

R: TGCGCACTGAGAAGAAGAGA

F: CCATGACAACGGACAGCAGTT

R: TGTCGCCAGTTATCTGACATTC

SequênciaToxina ReferênciaTamanho do amplicão

cytK

nheA

hblD

stx1

stx2

800 bp

617 bp

465 bp

(19)

(20)

(21)

655 bp

477 bp
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_Resultados e discussão

A tabela 2 compila os resultados obtidos no presente estudo.

O isolamento de Escherichia coli em amostras de substrato e 

de larvas em ambos os grupos (teste e controlo), mas não nas 

amostras de farinha de BSFL pode ser explicada pela sua ina-

tivação a temperaturas na ordem dos 70 °C, valores que são 

atingidos durante o processamento das larvas para obtenção 

de farinha (22,23). 

Relativamente à pesquisa de B. cereus, a sua deteção na fa-

rinha, apesar da ausência nas amostras de larvas analisadas 

(tabela 2), poderá estar associada à capacidade de B. cereus 

formar esporos altamente resistentes a condições ambientais 

adversas e a etapas de processamento necessários para a 

obtenção de farinha (8,23). Assim, embora as células vegeta-

tivas possam ser reduzidas durante as diferentes etapas do 

processo, incluindo pela atividade das larvas (hidrólise enzi-

mática e produção de péptidos antimicrobianos) e pelas tem-

peraturas aplicadas, os esporos podem persistir e germinar 

posteriormente, permitindo a sua deteção (8,24). 

A deteção do gene stx1 numa estirpe de E. col i isolada a 

par tir de larvas do grupo teste (tabela 2) sugere a existên-

cia de estirpes potencialmente patogénicas, devendo, no 

entanto, ser interpretada com cautela por corresponder a 

um único isolado. A sequenciação desta estirpe poderá per-

mitir a caracterização detalhada do seu per f i l genético, a 

conf irmação da presença e integridade do gene de virulên-

cia, enquanto que a sequenciação do microbioma das BSFL 

poderá esclarecer a sua origem (microbiota ou introdução 

via substrato). A f igura 1 i lustra o resultado da eletroforese 

em gel de agarose, na qual se observa a amplif icação do 

gene stx1. As amostras de substrato do grupo teste e algu-

mas do grupo controlo não estão incluídas na imagem por 

não apresentarem qualquer amplif icação. O gene stx2 não 

foi detetado em nenhum dos isolados analisados. 

artigos breves_   n. 9

Tabela 2:       Número de estirpes de Escherichia coli e Bacillus cereus isoladas em cada uma das amostras testadas e 

respetivos genes/ perfis de virulência detetados.
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Substrato Larvas

Grupo controlo (n=3) Grupo teste (n=3)

Farinha Substrato Larvas Farinha
Total

E. col i 6

5 

(perf i l  D (n=1);  

perf i l  G (n=4))

4 

(perf i l  F (n=1); 

perf i l  G (n=3))

6 

(perf i l  G (n=1); 

perf i l  F (n=5))

16 (perf i l  A(n=1); 

perf i l  D (n=1); 

perf i l  F (n=6); 

perf i l  G (n=8))

62 0

0 01 (perf i l  A)

0 18

B. cereus

4 (stx1 (n=1))

Perfis de virulência de B. cereus: A (nhe+, hbl+, cytK+), B (nhe+, cytK+, ces+), C (nhe+, hbl+), D (nhe+, cytK+), E (nhe+, ces+), F (nhe+), G (cytK+)

Figura 1:       Resultado da eletroforese em gel de agarose para deteção do gene�stx1�por PCR. 

Observa-se a amplificação de um fragmento de tamanho compatível ao gene stx1 (655 bp) num isolado de larvas do grupo teste. 

SCT – substrato de controlo; LT – larvas do grupo teste; LCT – larvas do grupo de controlo; neg – controlo negativo
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Figura 3:       Resultado da eletroforese em gel de agarose para deteção dos genes�cytK,�nheA�e�hblD�por PCR.

Observa-se a amplificação de diferentes fragmentos de tamanho compatível com o gene cytK (800 bp) e nheA (617 bp). 

A banda de menor tamanho observada na amostra MCT 2 corresponde a dímeros de primers. MT – farinha do grupo teste; 

MCT – farinha do grupo de controlo; neg – controlo negativo

Relativamente aos genes codif icadores de enterotoxinas 

de B. cereus, todos os isolados apresentaram ampl i f ica-

ção de pelo menos um dos genes anal isados (tabela 2 ). O 

único isolado de substrato teste apresentou os três genes 

em estudo (cy tK, nheA e hblD ). Os genes de enterotoxinas 

mais prevalentes foram cy tK e nheA. O cy tK fo i detetado 

em 56,25% (9/16) dos isolados totais, incluindo 100% (5/5) 

dos isolados do substrato de controlo, em 16,7% (1/6) dos 

isolados de far inha de teste e em 75% (3/4) dos isolados de 

far inha de controlo. O nheA, fo i identi f icado em 50% (8/16) 

dos isolados, correspondendo a 83,3% (5/6) dos isolados 

da far inha de teste e 25% (1/4) dos isolados da far inha de 

controlo. O gene hblD fo i detetado apenas em 6,25% (1/16) 

dos isolados, correspondendo ao isolado de substrato do 

grupo teste. As f iguras 2 e 3 apresentam os resultados da 

eletroforese em gel de agarose.

Figura 2:       Resultado da eletroforese em gel de agarose para deteção dos genes�cytK,�nheA�e�hblD�por PCR.

Observa-se a amplificação de diferentes fragmentos de tamanho compatível com o gene cytK (800 bp), nheA (617 bp) e hblD (465 bp). 

ST – substrato de teste; SCT – substrato de controlo; MT – farinha do grupo teste; MCT – farinha do grupo de controlo; 

neg – controlo negativo
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Os resultados obtidos estão parcialmente em concordância 

com a literatura, que descreve os genes do complexo nhe 

como os determinantes de enterotoxinas mais prevalentes em 

isolados de B. cereus (25), embora a sua prevalência possa 

variar consoante o tipo de alimento ou substrato de origem 

(26). Com base na combinação de genes detetados, os iso-

lados de B. cereus foram classificados consoante os diferen-

tes perfis toxigénicos, já estabelecidos e mencionados em 

cima. No presente estudo, foi identif icado um isolado compa-

tível com o perfil A, oito isolados com o perfil G, um isolado 

com o perfil D e seis isolados com o perfil F (tabela 2). A pre-

dominância do perfil G (cytK+) reflete a elevada prevalência 

deste gene entre os isolados analisados, enquanto a baixa 

ocorrência do perfil A deve ser interpretada com cautela, po-

dendo estar relacionada com a reduzida representatividade 

das amostras de substrato do grupo teste analisadas. O perfil 

toxigénico dos isolados provenientes da farinha de BSFL do 

grupo controlo foi consistente com o do respetivo substrato, 

sendo cytK o gene mais frequentemente detetado em ambas 

as matrizes. Estudos futuros poderão incluir a sequenciação 

das estirpes isoladas e dos genes de toxinas amplif icados, 

permitindo caracterizar com maior detalhe o perfil toxigénico 

destes isolados e a diversidade genética das estirpes de B. 

cereus associadas às diferentes matrizes analisadas.

Importa ainda salientar que a deteção de genes de toxinas, 

incluindo enterotoxinas de B. cereus e o gene stx1 de E. coli, 

não implica necessariamente, nas condições analisadas, 

a sua expressão, produção de toxinas ou capacidade de 

causar toxinfeção alimentar  (26,27). A produção efetiva de-

pende de vários processos celulares, incluindo a transcrição 

dos genes de enterotoxinas, modif icações pós-transcricio-

nais e pós-traducionais, bem como a secreção das proteí-

nas (26). Neste contexto, estudos futuros poderão recorrer a 

técnicas de análise de expressão génica, como a PCR quan-

titativa (qPCR) ou a PCR quantitativa com transcrição rever-

sa (RT-qPCR), de modo a avaliar a expressão destes genes 

nas diferentes matrizes, para clarif icar o risco microbiológi-

co real, contribuindo para uma avaliação mais robusta da 

segurança destes sistemas de produção (27,28). 

Apesar da deteção de B. cereus e E. col i, as contagens ob-

servadas nos substratos, nas larvas e na far inha encontra-

vam-se dentro dos l imites microbiológicos considerados 

satisfatór ios para al imentos e rações (29 -31),  reforçando o 

potencial das BSFL na valor ização de resíduos al imentares 

para a produção de ingredientes seguros.

No entanto, devido à capacidade de B. cereus formar espo-

ros altamente resistentes, a implementação de estratégias 

de mitigação durante o processamento da farinha de BSFL 

poderá contribuir para reduzir ainda mais o risco microbioló-

gico associado a estes produtos. Entre as abordagens possí-

veis incluem-se a otimização das condições térmicas durante 

o processamento, nomeadamente através da aplicação de 

temperaturas mais elevadas do que 100 ºC, capazes de pro-

mover uma diminuição ou mesmo a inativação de esporos 

(32,33). A gestão adequada do substrato util izado na alimen-

tação das larvas poderá igualmente desempenhar um papel 

importante na redução da introdução de esporos, incluindo a 

aplicação de pré-tratamentos aos resíduos alimentares (por 

exemplo, tratamento térmico a altas temperaturas).

_Conclusão

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que o processo 

de bioconversão por larvas de mosca soldado negro apre-

senta um elevado potencial para a valorização segura de re-

síduos alimentares, mantendo níveis microbiológicos dentro 

dos limites considerados aceitáveis e evidenciando um po-

tencial toxigénico controlado entre os isolados analisados. 

Estes resultados reforçam a viabilidade da utilização deste 

sistema na produção sustentável de ingredientes destinados 

à alimentação humana e animal, contribuindo simultaneamen-

te para estratégias de economia circular e para a redução do 

desperdício alimentar. 
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