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INTRODUCAO:

Projecdes indicam que a populagdo mundial alcancara 9,7 bilhdes de pessoas em 2050, com a perspectiva
de, em 2030, 600 milhdes de pessoas estarem cronicamente desnutridas, fazendo-se necessario o crescimento na
demanda por fontes alternativas de alimentos (SHARMA et al., 2024; FAO et al, 2023). Outra preocupacao surge
frente a crise climatica, j& que a indUstria de alimentos € responsavel pela emissédo de um terco dos gases de efeito
estufa, além do uso de uma grande quantidade de recursos naturais (CRIPPA et al., 2021). Dessa forma, a
entomofagia, pratica de consumo de insetos, se apresenta como uma fonte alternativa de alto potencial, pois o0s
insetos sdo ricos em proteinas e lipideos e sua producdo resulta em um menor impacto ambiental (Nitride et al.,
2023).

A larva da mosca soldado-negra (Hermetia illucens) se destaca por ser um inseto comestivel com alta
eficiéncia produtiva industrialmente e é capaz de converter compostos organicos de baixo valor agregado, como
residuos alimentares, em biomassas proteicas e ricas em lipideos (SHARMA et al., 2024). Porém, o consumo de
insetos ainda possui barreiras culturais, e estudos mostram que ao torna-los menos visiveis ou indistinguiveis em
produtos, tem-se uma maior aceitacio (PEREZ-RODRIGUES, et al., 2023). A fermentagio semissolida ¢ um
processo biotecnoldgico e de baixo custo, que ao utilizar fungos do género Aspergillus, resulta na producédo de
compostos bioativos e de biomassas com maior contelido proteico, além de uma série de biomoléculas com
potencial tecnolégico (MUNOZ-SEIJAS et al., 2024). Dessa forma, ao utilizar a farinha de larva da mosca
soldado-negra como substrato, além de descaracterizar o inseto, busca-se a melhoria dos aspectos funcionais dessa
matéria prima.

METODOLOGIA:

A farinha desengordurada de larvas da mosca soldado-negra foi fornecida pela empresa Agrin Criacdo e
Comércio de Insetos (Avaré, S&o Paulo). A cepa de Aspergillus tubingensis LBAO2, utilizada nos processos
fermentativos, pertence a colecdo de culturas do Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP. Os efeitos dos pardmetros de cultivo foram investigados de acordo com
0 delineamento composto central rotacional (DCCR), em que as varidveis independentes umidade inicial e
quantidade de farelo de trigo adicionado foram avaliadas em diferentes niveis (total de 11 ensaios) (Tabela 1). A
sequéncia de experimentos executados pode ser verificada na Figura 1.
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Figura 1. Resumo gréfico da metodologia utilizada para fermentacéo de farinha de larvas da mosca soldado-

negra.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados para producdo de proteases por Aspergillus tubingensis LBAOQ2 utilizando as farinhas das
larvas da mosca soldado-negra nas condi¢fes dos diferentes ensaios do planejamento experimental estdo dispostos
da Tabela 1. O ponto 6 (45% de umidade inicial e 12,5% de adicéo de farelo de trigo) apresentou o maior valor de
atividade de protease, atingindo 425,60 U/g em 96 h. No entanto, os pontos centrais (45% de umidade inicial e
12,5% de adicédo de farelo de trigo) se destacaram por apresentarem os maiores valores de atividade proteolitica
em 72 h (307,75 U/g).

A anélise dos dados de produtividade foi utilizada como base para definicdo da condi¢do mais adequada
para a producdo de protease. Com isso, apesar de o0 ensaio 6 apresentar maior atividade proteolitica em 96 h, o
ganho ndo justifica o acréscimo de 24 h de fermentacdo, uma vez que os valores de produtividade nao diferiram
estatisticamente (p > 0,05) para aqueles atingidos nos pontos centrais (ensaios 9 a 11) em 72 h (Tabela 1).

A umidade do substrato é frequentemente considerada a varidvel mais importante na fermentacéo
semissolida, pois deve permitir a difusdo de nutrientes e posterior absor¢do pelo micro-organismo. Contudo,
umidade excessiva pode causar compactacdo e restricdo da difusdo de oxigénio (AMARAL e DE CASTRO,
2023). Benabda et al. (2019) observaram aumento na producgdo de protease por Rhizopus oryzae usando residuos
de pdo com o aumento da umidade inicial, porém o aumento demasiado de umidade levou a reducdo na producgédo
da enzima.

O substrato deve possuir uma razdo entre carbono e nitrogénio (C/N) adequada. O balanco entre a fonte
de carbono e nitrogénio é capaz de providenciar a energia necesséria para crescimento microbiano e estimula a
formacéo de conidios (DE CASTRO e SATO, 2014). Assim, a combinacéo da farinha da larva da mosca solda-
negra com alto teor de proteinas (~70%) e de farelo de trigo com alto teor de carboidratos (~65%) resulta em um
balanco C/N mais equilibrado o que explica a producdo de protease onde o farelo de trigo é adicionado em
maiores quantidades (igual ou acima de 12,5%) em condig¢des de umidade iguais ou acima de 45%.
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Tabela 1. Matriz do DCCR usada para avaliacdo dos efeitos das variaveis independentes (umidade inicial e farelo
de trigo adicionado) na producdo de protease por Aspergillus tubingensis LBAO2 usando farinha da larva de
mosca soldado-negra (Hermetia illucens) como substrato em fermentacdo semissélida.

Ensaio Variaveis independentes Atividade de protease (U/g) Produtividade (U/g/h)
Umidade inicial (%) | Farelo de trigo (%0) 72h 96h 72h 96h
1 -1,00 (34,4) -1,00 (7,2) 113,56 +5,18° | 331,65 + 19,11 | 158 +0,07" | 3,45 + 0,20°«
2 1,00 (55,6) -1,00 (7,2) 282,08 + 8,34%¢ | 331,10 + 23,11 | 3,92 + 0,12% | 3,45 + 0,20
3 -1,00 (34,4) 1,00 (17,8) 197,9+ 15,89 | 286,80 * 30,43 | 2,75 + 0,22°19 | 2,99 + 0,32¢df
4 1,00 (55,6) 1,00 (17,8) 167,7+£9,49¢ | 163,97 +21,917 | 2,33 +£0,13%" | 1,71 +0,23"
5 -1,41 (30,0) 0,00 (12,5) 153,8 + 4,26% | 225,00 + 19,80°" | 2,14 + 0,06%" | 2,34 + 0,17¢f"
6 1,41 (60,0) 0,00 (12,5) 250,71 +22,67° | 425,60 +40,19% | 3,48 £0,31%¢ | 4,43 + 0,422
7 0,00 (45,0) -1,41 (5,0) 175,99 +5,9¢ | 376,09 + 31,15%® | 2,44 + 0,08° | 3,92 + 0,32%
8 0,00 (45,0) 1,41 (20,0) 259,99 + 4,25 | 238,97 +15,41° | 3,61+ 0,06™ | 2,49 + 0,16°
9 0,00 (45,0) 0,00 (12,5) 313,83 +20,66% | 274,25+7,38% | 4,36+0,29% | 2,86 + 0,08%"
10 0,00 (45,0) 0,00 (12,5) 312,22 +21,43% | 342,15+ 14,76 | 4,34+ 0,30 | 3,56 + 0,15
11 0,00 (45,0) 0,00 (12,5) 297,21 +26,69% | 293,01 + 9,41 | 4,13 +£0,27% | 3,05 + 0,10

*0Os resultados sdo apresentados como a média (n = 3) + desvio padrdo e, para a atividade de protease resultados seguidos por letras
diferentes na mesma coluna, indicam a diferenga estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. Para a
produtividade o teste de Tukey foi realizado entre todos os resultados.

Resultados similares foram encontrados por Amaral e De Castro (2023) em processo fermentativo
semissolido de visceras de frango por Aspergillus oryzae com 40% de umidade inicial, onde foi reportada
producdo de proteases de 428,22 U/g ap6s 72 h de fermentacéo.

Uma cinética de fermentacéo de 96 h foi realizada nas condi¢des do ponto central para avaliagdo do efeito
do tempo na producédo de enzimas, moléculas com atividade antioxidante e na digestibilidade da biomassa (Tabela
3). Néo foi identificada atividade enzimatica nas primeiras 24 h da cinética de fermentacdo, o que é justificado
pelo tempo de adaptacdo do micro-organismo e inicio da produgdo enzimatica (SATTAR et al. 2019). A produgdo
de enzimas apresentou comportamento similar para todas as classes quantificadas, atingindo producdo maxima de
enzimas com 72 h de fermentacdo e alcancando valores de 347,06, 46,11, 0,14 e 110,14 U/g para producao de
protease, lipase, quitinase e a-amilase, respectivamente.

A producdo de protease foi crescente até 72 h e apresentou queda em 96 h. A reducdo de atividade
proteolitica ao longo do tempo na fermentag&o utilizando Aspergillus niger foi observada por Colla et al. (2023) e
Sattar et al. (2019). Causas possiveis sdo 0 esgotamento de nutrientes no meio, alteracdes de pH e o aumento da
temperatura do meio devido ao processo de fermentacdo (SATTAR et al., 2019), bem como a dindmica da propria
enzima como substrato, em que reacdes de autodigestdo podem alterar a atividade proteolitica (FERRALL-
FAIRBANKS, KIESLICH E PLATT, 2020).

A producdo de lipase iniciou-se a partir de 48 h, atingindo producdo maxima em 72 h (46,11 U/g).
Resultados proximos foram obtidos por uma cepa de Aspergillus sp. utilizando como substrato farelo de trigo,
farelo de soja e farelo de soja combinado com bagaco de cana-de-agucar (FLEURI et al., 2014). Fungos do género
Aspergillus degradam polissacarideos eficientemente por meio de enzimas amiloliticas, convertendo os agucares
resultantes em energia ou biomoléculas. A expressao de genes deve permitir a adaptacdo a fonte de carbono mais
eficiente para o crescimento do fungo (MAKELA et al., 2018). O farelo de trigo ¢ um excelente substrato na
fermentacdo semissolida para producdo de amilase devido ao seu alto conteldo de carboidratos, nutrientes e
capacidade tamponante (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2007). Dessa forma, a producéo de a-amilase e baixa
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atividade de quitinase indicam que o farelo de trigo foi a principal fonte de carbono e ndo houve utilizacdo de
quitina (presente na farinha de insetos) como fonte de carbono.

Os maiores valores obtidos para a atividade antioxidante em cada método ocorreram em 96 h: 1092,34
pmol TEg/g para ABTS, 450,43 pmol TEg/g para DPPH e 599,35 umol TEq/g para FRAP (Tabela 3). A
capacidade antioxidante do extrato fermentado tem como origem, provavelmente, a formacdo de peptideos
bioativos, dado o alto teor de proteinas do substrato e a alta producdo de proteases, além de uma série de
metabolitos secundarios que podem ser produzidos com atividade antioxidante (AMARAL e DE CASTRO,
2023). Sabe-se que a composigao nutricional da larva da mosca soldado-negra é altamente afetada pelo substrato
oferecido para consumo e, devido a sua capacidade de conversdo, a presenca de compostos com atividade
antioxidante de fontes diversas pode ser incorporada ao inseto (OH et al., 2023). Desse modo, os altos valores de
atividade antioxidante no tempo zero da cinética de fermentacdo podem estar relacionados a presenca natural de
compostos com esta propriedade na farinha de insetos.

Em relacdo a digestibilidade da biomassa, os resultados demonstraram uma pequena redugdo com o
avanco do tempo de fermentacdo. Essa reducdo pode estar relacionada a digestibilidade da fracdo proteica
resultante do crescimento microbiano, que aparentemente € menor que a da farinha das larvas. Sendo assim,
ensaios de digestibilidade devem ser realizados com todo o material fermentado, para avaliar o real
comportamento da digestibilidade.

Tabela 3. Cinética de fermentacdo da farinha da larva da mosca soldado-negra (Hermetia illucens) por
Aspergillus tubingensis e resultados obtidos para atividades enzimaticas de protease, lipase, quitinase e amilase,
atividade antioxidante mensurada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP e digestibilidade em pepsina 0,02%.

Ensaio (h) Atv. de protease (U/g) Atv. de lipase (U/g) Atv. de quitinase (U/g) | Atv. de a-amilase (U/g)

0 0,82 +0,27¢ 0,00 £ 0,00° 0,01 £ 0,00° 1,98 + 0,64¢

24 0,76 +0,13¢ 0,00 £ 0,00° 0,00 £ 0,00° 3,47 +1,10¢

48 137,04 £2,42° 24,70 + 0,82° 0,11 +0,02%® 55,79 £ 2,06°
72 347,06 + 21,942 46,11 + 1,432 0,14 £+ 0,05% 110,14 £ 4,04*
96 278,72 +14,18° 44,19 + 2,652 0,04 + 0,03 83,48 + 2,08°

ABTS (umol TEg/g)* DPPH (umol TEg/g) FRAP (umol TEq/g) Digestibilidade (%)

0 1059,27 + 27,012 4529 + 1,61°¢ 202,12 +11,16°¢ 74,94 £+ 1,55°
24 792,16 + 13,36° 23,21 £ 8,04¢ 183,81 £9,93° 72,28 +1,26%
48 765,06 + 10,21°¢ 222,84 + 5,46" 265,8 + 21,57° 68,59 £ 1,57¢
72 854,90 + 24,01° 232,68 + 12,29° 577,88 + 34,712 69,27 + 0,00
96 1092,34 + 9,082 450,43 + 26,90° 599,35 + 20,472 65,76 £ 1,63¢

*QOs resultados sdo apresentados como a média (n = 3) + desvio padréo e, quando seguidos por letras diferentes na mesma coluna, indicam a diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. YA unidade pmol TE/g corresponde a pimol de Trolox Equivalentes por grama
de proteina.

CONCLUSOES:

A farinha da larva da mosca soldado-negra mostrou-se um substrato adequado para producdo de enzimas
e compostos antioxidantes por Aspergillus tubingensis em fermentacdo semissélida. Meios de cultivo com 45% de
umidade inicial e 12,5% de adi¢do de farelo de trigo foram definidos como os mais adequados para a fermentacdo
com base na producdo de proteases. O estudo cinético mostrou que o tempo de fermentacdo de 72 h permitiu
maior produgdo de enzimas hidroliticas. Para a atividade antioxidante, os maiores resultados foram obtidos ap6s
96 h.
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