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INTRODUCAO

Até 2050, a demanda global por alimentos deve crescer 50%, com aumento de 70% na demanda por
proteinas animais (AGUILAR-TOALA et al., 2025). Neste cenario, 0s insetos comestiveis se apresentam como
uma fonte proteica alternativa mais sustentavel quando comparado as proteinas tradicionais de origem animal
(PASTRANA-PASTRANA et al., 2025).

Dentre os principais insetos indicados como comestiveis, destaca-se a larva da mosca soldado-negra, uma
das espécies mais produzidas comercialmente devido a sua alta produtividade, rapido ciclo de reproducdo, alta
densidade populacional e composicdo nutricional que atinge até 50% de proteina na matéria seca (MOUITHYS-
MICKALAD et al., 2020). Todavia, a entomofagia, pratica do consumo de insetos, se mostra mais efetiva e com
maior aceitacdo em sociedades ocidentais se incorporada em alimentos familiares ou se processada a uma forma
totalmente dissociada do inseto (PASTRANA-PASTRANA et al., 2025; HARTMANN et al., 2015).

Processos biotecnologicos como a hidrélise enziméatica e a fermentacdo sdo processos efetivos em
transformar as propriedades funcionais de proteinas, como na geracdo de peptideos bioativos com atividades
antioxidantes, anti-hipertensivas, antimicrobiana e anticoagulantes (MUNOZ-SEIJAS et al., 2024; CASTRO e
SATO, 2015) Esses processos podem ser utilizados de forma economicamente circular para produzir
biomoléculas de alto-valor agregado e modificar as proteinas de inseto para alcancar caracteristicas funcionais e

tecnoldgicas desejaveis.

METODOLOGIA

A farinha desengordurada de larvas da mosca soldado-negra foi fornecida pela empresa Agrin Criacéo e
Comércio de Insetos (Avaré, Sdo Paulo). A cepa de Aspergillus tubingensis LBAOQ2, utilizada nos processos
fermentativos, pertence a colecdo de culturas do Laboratério de Bioguimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP. O processo fermentativo foi conduzido com 20 g de substrato, composto
por farinha de larvas da mosca solda-negra e farelo de trigo (12,5% m/m) com 45% de umidade, durante 72 h e a
30 °C. A concentracdo de esporos inoculados foi de 5,05.10° esporos/g. A solugéo isenta de qualquer material
solido, obtida pela adi¢cdo de 50 mL de agua destilada seguida de maceragdo, manutencdo em repouso por 1 h e
filtracdo utilizando gaze, foi utilizada como extrato bruto. O material insolivel (biomassa fermentada) foi

recuperado, esterilizado a 121°C por 15 min, e utilizado como substrato na hidrélise enzimatica das proteinas.
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As proteases foram concentradas pela adi¢do de sulfato de aménio sélido (NH4).SO- (80%), seguida por
didlise e liofilizacdo (extrato semipurificado). O processo de concentracdo de proteases foi avaliado a partir da
quantificacdo da atividade proteolitica especifica dos extratos bruto e semipurificado, do rendimento de proteinas
recuperadas no processo, e determinacdo do fator de purificacdo. As proteases foram caracterizadas quanto ao
efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade enziméatica, bem como pela determinacdo da cinética
enzimatica.

A hidrdlise enzimatica foi realizada a partir de amostras de 50 mL das dispersfes de proteinas (100 mg
mL*) em tampdo pH 2,0, adicionadas das proteases (50 U mL™) e incubadas a 50 °C sob agitacdo de 100 rpm
durante um méaximo de 120 min, com coleta de amostras a cada 30 min. As propriedades antioxidantes foram
realizadas por meio dos seguintes métodos: ABTS (RASERA et al., 2019), DPPH (RASERA et al., 2019) e FRAP
(SANTOS; DACCACHE; DE CASTRO, 2022). O grau de hidrdlise foi determinado pela reacdo TNBS conforme
descrito por Sousa, Borges e Pintado (2020) com modificagdes. A atividade antidiabética foi avaliada por meio da
inibi¢do das enzimas o-amilase e a-glicosidase, enquanto a atividade anti-hipertensiva foi determinada pela

inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) (MATOS et al., 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a atividade especifica de proteases dos extratos bruto e semipurificado, o
rendimento e o fator de purificacdo estdo dispostos na Tabela 1. Apds o processo de concentracdo, houve um
aumento de 31,5% na atividade especifica das proteases em comparacao ao extrato bruto, com um rendimento de
28% de proteinas recuperadas no processo, enquanto o fator de purificacdo foi de 1,31. De acordo com Amaral et
al. (2020), esse fator de purificacdo pode ser considerado como uma pré-purificacdo das proteases, resultado da
remocao de proteinas sem atividade proteolitica.

Tabela 1. Atividade especifica, rendimento e fator de purificacdo da protease de A. tubingensis concentrada a

partir do extrato bruto obtido da fermentacdo semissolida da farinha de proteinas de larvas da mosca soldado-

negra.
Atividade especifica (U/g) Parémetros de Purificagdo
Extrato bruto 5481,48 Rendimento (%) 28
Extrato semipurificado 7207,84 Fator de Purificacéo 1,31

O perfil de atividade enzimatica em diferentes valores de temperatura e pH estdo exibidos nas Figuras 1A
e 1B.. As proteases extraidas apresentaram temperatura 6tima entre 50 e 60 °C e pH 6timo em uma faixa entre 2 e
4, podendo ser classificada como proteases &cidas. Além disso, a energia de ativacdo foi determinada e o valor
encontrado foi de 20,12 kJ/mol. Castro et al., (2015) reportaram resultados similares para a protease obtida a partir
da fermentacdo semissolida de farinha de soja por Aspergillus niger LBAO2, que apresentou energia de ativagao
de 19,44 kJ/mol no intervalo de 35 a 50 °C.

Em relacdo ao efeito do pH e da temperatura na estabilidade enziméatica, o0 comportamento esta descrito na
Figura 3A e B. Em relagdo a temperatura, somente a partir de 45 °C (Figura 3A), a enzima apresentou decaimento
progressivo da atividade, indicando desnaturagdo enzimética. Enquanto para o pH, a enzima apresentou alta

estabilidade no intervalo e tempo avaliados (Figura 3B).
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Figura 1. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade de protease de A. tubingensis concentrada a partir da
fermentacdo semissolida da farinha de proteinas de larvas da mosca soldado-negra. Letras diferentes na mesma

curva indicam diferenga estatisticamente significativa ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 3. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na estabilidade enzimatica e curva de Lineweaver—Burk (C) da
protease de A. tubingensis concentrada a partir da fermentacdo semissolida da farinha de proteinas de larvas da
mosca soldado-negra.

Seguindo a curva de Lineweaver—Burk (0,95 < R?< 0,96), como ilustra a Figura 3C foram obtidos os
valores de K e Vimax das proteases, sendo, respectivamente, 1,00 mg/mL e 5000 U/g. O valor baixo de K, indica
alta afinidade da enzima com o substrato de azocaseina, enquanto o parametro Vmax determina a velocidade

méaxima da enzima em reacdo (CASTRO et al., 2015).
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Em relacdo a hidrolise enzimatica da biomassa flngica de A. tubingensis resultante do processo fermentativo, os resultados para a atividade antioxidante
mensurados pelos métodos de ABTS, DPPH e FRAP, grau de hidrolise e inibigdo das enzimas a-amilase, o-glicosidase e ECA para a cinética de hidrdlise estdo
dispostos na Tabela 2. O método FRAP apresentou maior atividade antioxidante no tempo 0O min, com um valor de 136,14 umol TE/g. Para ABTS, o maior valor
(763,30 pumol TE/g) foi alcangado em 120 min, enquanto para DPPH, os tempos de 15 e 120 minutos apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante:
70,19 e 69,68 umol TE/g, respectivamente.

Tabela 2. Cinética de hidrolise da biomassa da fermentacdo semissélida da farinha de larva da mosca soldado-negra e resultados obtidos para atividade antioxidante

mensurada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP, grau de hidrdlise e inibigdo de a-amilase, a-glicosidase e ECA.

Tempo FRAP Variagéo* ABTS Variag&o* DPPH Variagéo* | Grau de hidrolise Variagdo da atividade enzimatica (%)
(min) (umol TE/g) (%) (mol TE/g) (%) (mol TE/g) (%) (%) a-amilase a-glicosidase ECA

0 136,14 + 6,852 - 548,23 + 7,63¢ - 61,01 + 3,74° - 22,75 + 1,549 30,30 £ 0,542 98,89 + 2,04%® -47,15 + 2,852
15 127,42 1,13 -6,40 655,48 + 26,88° 19,56 70,19 £ 2,072 15,04 40,07 £ 1,11° 16,63 + 0,28° 70,26 + 7,05% -75,04 +5,02°
30 121,75 + 2,18% -10,56 674,56 + 11,58 23,04 69,04 + 4,852 13,16 42,19 £ 0,75° 24,60 + 0,33 104,91 £ 1,422 -69,17 +1,67°
60 117,00 £ 4,80° -14,06 702,05 + 3,26° 28,06 66,84 + 2,25% 9,55 48,22 +0,96° 23,07 £0,22° 83,32 + 1,96% -45,18 + 3,722
90 124,17 + 4,92b¢ -8,79 695,69 + 27,230 26,89 64,59 + 1,34® 5,86 48,58 +0,91° 19,58 + 0,294 57,32 £ 8,48° -50,91 + 1,662
120 126,90 + 2,80% -6,78 763,30 + 15,102 39,23 69,68 £ 1,652 14,21 55,31 £ 0,442 19,58 + 0,104 88,44 + 6,77b¢ -52,80 £ 2,702

*Variacao da atividade antioxidante em relagdo ao ensaio ndo hidrolisado (tempo 0). Os resultados sdo apresentados como a média (n = 3) + desvio padrdo e, quando seguidos por letras diferentes na
mesma coluna, indicam a diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. 1 A unidade umol TE g corresponde a umol de Trolox Equivalentes por grama de
proteina.

Devido ao alto teor de proteinas do substrato e a alta producdo de proteases, durante a fermentacdo semissélida, peptideos bioativos e metabdlitos
secundarios com atividade antioxidante podem ser produzidos, o que pode justificar os altos valores de atividade antioxidante no tempo zero da cinética de hidrélise
(AMARAL e CASTRO, 2023). No entanto, o grau de hidrélise apresentou crescimento progressivo até 120 min, alcancando a valor maximo de 55,31% e, embora
peptideos de baixo peso molecular tendam a possuir atividade antioxidante superior, a composicdo desse peptideo é o que realmente é responsavel sua acéo bioativa,
através da agdo conjunta entre: 1) exposi¢do dos grupos do aminodcido para interacdes com radicais livres, 2) presenca de grupos hidrofébicos e 3) presenga de
grupos que doam elétrons ou ions H+ (MATOS, RASERA, CASTRO, 2024). Todavia, é importante notar que o alto grau de hidrélise demonstra a eficiéncia do
processo de hidrolise, que se torna uma ferramenta promissora na recuperacdo da proteina insolivel presente na biomassa, reforcando o impacto da economia

circular no reaproveitamento de residuos.
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Os hidrolisados proteicos apresentaram atividade anti-hipertensiva ao longo da cinética, com inibicdo
maxima da ECA (75,04%) em 15 minutos, efeito bioldgico atribuido & capacidade de sequéncias especificas de
aminoacidos em inibir a agdo da ECA (MATOS, RASERA, CASTRO, 2024). O declinio da atividade em tempos
prolongados pode ser explicado pela degradacdo dos peptideos bioativos devido a hidrélise excessiva (AGYEI et
al., 2016).

Durante a cinética de hidrélise, ndo foi detectada a capacidade de inibicdo das enzimas o-amilase e o-
glicosidase, demonstrando que os hidrolisados obtidos ndo apresentaram potencial antidiabético. Peptideos
bioativos possuem a capacidade de interagir eletrostaticamente com as enzimas a-amilase e o-glicosidase, e
modificar a conformacdo enzimatica. Desse modo, a interagcdo enzima-substrato pode ser facilitada ou dificultada
e a energia de ativacdo da reacdo diminuida ou aumentada, respectivamente, acarretando um aumento ou reduc¢édo
de atividade enzimética (TANG et al., 2023). Em nosso estudo, atividade de ambas as enzimas foi aumentada na
presenca dos hidrolisados proteicos (Tabela 2).

CONCLUSOES:

A concentracdo da protease obtida a partir da fermentacdo semissolida da farinha de proteinas de larvas da
mosca soldado-negra foi satisfatéria e resultou em um aumento de 31,5% na atividade especifica da enzima
semipurificada em comparagdo ao extrato bruto. Além disso, a biomassa da fermentacdo se mostrou um substrato
adequado para a producéo de peptideos bioativos por meio de hidrolise enziméatica. Para atividade antioxidante e o
grau de hidrolise, os melhores resultados foram obtidos apds 120 minutos, enquanto para a atividade anti-

hipertensiva, em 15 minutos, foi alcancada uma inibicao de 75% da ECA.
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