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RESUMO

JUSTINO, Heloisa de Fatima Mendes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2023. Hidrolise da proteina do Grilo Preto (Gryllus assimilis)
potencializada por ultrassom: efeito na cinetica de hidrolise, solubilidade e
atividade antioxidante. Orientador: Bruno Ricardo de Castro Leite Junior.
Coorientadora: Alline Artigiani Lima Tribst.

A populacao mundial encontra-se em crescimento, ocasionando a busca constante
por novas fontes de alimentos que possuam alto valor nutricional e sejam produzidas
de maneira sustentavel. O Grilo Preto (Gryllus assimilis) € uma fonte de proteina com
grande potencial de uso na obtencao de peptideos bioativos e técnico-funcionais.
Atualmente, a hidrélise enzimatica € o principal método de obtencao desses
peptideos, porem possui desvantagens tecnologicas como o0 longo tempo de
processo, alto custo e baixo rendimento. Nesse sentido, o0 uso de tecnologias
emergentes, como o ultrassom (US), tém sido uma estratégia empregada para
melhorar a performance enzimatica e otimizar o processo de obtencao dos
hidrolisados. Este estudo investigou a aplicagao da tecnologia de ultrassom como
potencializadora da hidrolise enzimatica das proteinas de grilo preto (Gryllus assimilis)
e seu impacto na solubilidade e atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos.
Primeiramente foi testada a aplicacao do ultrassom (23,8 W/L, 25 kHz/ 25, 40 ou 60
°C/ até 180 min) sobre enzima (Alcalase®) e substrato (Gryllus assimilis)
separadamente. A avaliacao dos processos foi realizada pela determinagcao da
atividade enzimatica obtida com a enzima sonicada ou sobre 0 substrato processado,
sendo observados, como melhores resultados, aumentos que variaram de 59,4 a
148,5% apos processamento de enzima (30 min a 25°C) e substrato (30 min a 40°C),
respectivamente. Os ensaios cinéticos mostraram que a hidrolise da proteina de grilo
preto (PGP) sob estas condigoes de maior aumento de atividade alcangadas pela preé-
sonicagao ou em reacoes assistidas por US resultou em um aumento de ate 227% na
taxa de protedlise. Além disso, a utilizagao do PGP pré-processada por US (30°/40°C)
aumentou o grau de hidrolise em 52,2% comparado ao processo convencional apos
180 min de reacao a 60 °C. Consequentemente, os hidrolisados obtidos com a
intervencao do US apresentaram melhor capacidade antioxidante (47,8 para DPPH e
113,6% para ABTS) e maior solubilidade (9,7%) em relacao aqueles obtidos pela

hidrélise convencional. Portanto, a utilizacao do banho ultrassénico, tanto no preé-



tratamento do substrato como para realizagao de hidrolise assistida, se mostrou uma

estratégia promissora para aplicagcao na industria alimenticia visando potencializar a

producao de hidrolisados com melhores propriedades biologicas e técnico-funcionais.

Palavras-chave: Grau de hidrolise. Grilo Preto. Propriedades biologicas.

Propriedades técnico-funcionais. Proteina de inseto. Sonicagao.



ABSTRACT

JUSTINO, Heloisa de Fatima Mendes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2023. Hydrolysis of Black Cricket (Gryllus assimilis) protein enhanced
by ultrasound: effect on hydrolysis kinetics, solubility and antioxidant activity.
Adviser: Bruno Ricardo de Castro Leite Junior. Co-adviser: Alline Artigiani Lima Tribst.

The world population is growing, causing the constant search for new food sources
that have high nutritional value and are produced in a sustainable way. Black Cricket
(Gryllus assimilis) is a source of protein with great potential for use in obtaining
bioactive and technical-functional peptides. Currently, enzymatic hydrolysis is the main
method to obtain these peptides, but it has technological disadvantages such as long
process time, high cost and low yield. In this sense, the use of emerging technologies,
such as ultrasound (US), has been a strategy employed to improve the enzymatic
performance and optimize the process to obtain hydrolysates. This study investigated
the application of ultrasound technology to enhance the enzymatic hydrolysis of black
cricket (Gryllus assimilis) proteins and its impact on the solubility and antioxidant
activity of the hydrolysates obtained. Firstly, the application of ultrasound (23.8 WI/L,
25 kHz/ 25, 40 or 60 °C/ up to 180 min) was tested on enzyme (Alcalase®) and
substrate (Gryllus assimilis) separately. The evaluation of the processes was carried
out by determining the enzymatic activity obtained with the sonicated enzyme or on
the processed substrate. The best results were increases ranging from 59.4 to 148.5%
after enzyme (30 min at 25°C) and substrate (30 min at 40°C) processing, respectively.
Kinetic assays showed that hydrolysis of black cricket protein (PGP) under these
conditions of highest activity increase achieved by pre-sonication or in US-assisted
reactions resulted in an increase of up to 227 % in the proteolysis rate. Furthermore,
the use of PGP pre-processed by US (30'/40°C) increased the degree of hydrolysis by
52.2% compared to the conventional process after 180 min of reaction at 60 °C.
Consequently, the hydrolysates obtained with the intervention of US showed better
antioxidant capacity (47.8 for DPPH and 113.6% for ABTS) and higher solubility (9.7%)
compared to those obtained by conventional hydrolysis. Therefore, the use of
ultrasonic bath, both in the pre-treatment of the substrate and to perform assisted
hydrolysis, proved to be a promising strategy for application in the food industry aiming
to enhance the production of hydrolysates with better biological and technical-

functional properties.



Keywords: Degree of hydrolysis. Black Cricket. Biological properties. Technical-

functional properties. Insect protein. Sonication.
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INTRODUGAO GERAL

Estima-se que no ano de 2050 a populacao mundial chegue a 9 bilhGes de
pessoas (FAO, 2013), tornando a producao suficiente de alimentos um grande
desafio, especialmente em termos de fontes proteicas (MONTOWSKA et al., 2019).
Nesse sentido, uma alternativa oportuna é a entomofagia, ou seja, a pratica de comer
insetos, dado seu alto valor nutricional e menor impacto ambiental, guando comparado
ao consumo de proteinas animais de fontes tradicionais (MANDITSERA et al., 2019).

Atualmente, a entomofagia € uma pratica comum em paises localizados na
Asia, Africa e América Latina (VAN HUIS, 2022; DE CASTRO et al., 2018). Ha
reqgistros que mais de 2000 especies de insetos podem ser consumidas, sendo 0s
mais comuns 0s pertencentes as ordens Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera e
Orthoptera. No Brasil, os principais insetos produzidos sao o grilo preto (Gryllus
assimilis) e o tenébrio gigante (Zophobas morio), sendo destinados principalmente
para a alimentacdo animal (ARAUJO et al., 2019). A Associacdo Brasileira de
Criadores de Insetos afirma que cerca de 12 toneladas de insetos sao produzidas por
més no Brasil, dos quais 23 % sao destinados ao consumo humano. Os insetos
destinados a alimentacao humana vém sendo inseridos na formulacao de diversos
produtos, como, por exemplo, doce de damasco com grilo, barras de chocolate com
larvas, sorvete de pistache com insetos, suplemento proteico de farinha de grilo e
barras proteicas (RODRIGUES, 2019).

Os insetos sao ricos em nutrientes, exibindo em base seca uma meédia de 35-
61 % de proteinas, 13-33 % de lipidios e uma quantidade significativa de fibra na forma
de quitina insoluvel (OJHA et al., 2021). A fracao proteica apresenta aminoacidos
essenciais e possui boa digestibilidade (BEDNAROVA; BORKOVCOVA; KOMPRDA,
2014). Deste modo, a composicao dos insetos tem chamado a atencao dos
pesquisadores, com destaque para as proteinas que podem fornecer peptideos
bioativos (NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

Peptideos bioativos sao fragmentos proteicos com uma sequéncia de
aminoacidos especificos que podem exercer atividades biolégicas, como atividade
antioxidante, antidiabética, anti-hipertensiva, antimicrobiana, antitrombadtica,
anticancerigena, entre outras (YAN et al., 2019). Esses compostos apresentam baixa

toxicidade, tendem a nao se acumular nos tecidos, possuem grande diversidade
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estrutural e baixa massa molecular, apresentando potencial para uso como
nutracéutico (MAJID; PRIYADARSHINI, 2019).

Os peptideos bioativos podem ser obtidos por hidrolise enzimatica ou quimica
(TOLDRA et al., 2020). Apesar da hidrolise enzimatica ser o método mais utilizado
para a obtencao de hidrolisados proteicos, € uma operagao que apresenta desafios
como alto custo, longo tempo e baixo grau de hidrolise. Com isso, novas estratégias
tém sido adotadas para otimizar a estabilidade e a performance de enzimas para
potencializar as reagoes enzimaticas. Uma tecnologia que vem sendo empregada € o
ultrassom (US), em que a cavitagcao acustica gerada pode promover mudancas
conformacionais na estrutura da enzima e do substrato, bem como acelerar o
processo de hidrolise nas reacoes assistidas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral investigar como a
tecnologia de ultrassom pode ser utilizada para potencializar a hidrolise enzimatica
das proteinas de grilo preto (Gryllus assimilis) visando a obtengao de hidrolisados com
melhores propriedades técnico-funcionais e peptideos potencialmente bioativos com

qualidade, rendimento adequado e compativeis com a aplicacao industrial.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a aplicacao da tecnologia de ultrassom para potencializar a hidrolise
enzimatica das proteinas de grilo preto (Gryllus assimilis) e seu impacto na

solubilidade e atividade antioxidante in vitro dos hidrolisados obtidos.

Objetivos Especificos

e Determinar a temperatura 6tima de atividade da Alcalase® usando as proteinas do

Grilo Preto (Gryllus assimilis) como substrato;

e Avaliar o efeito da temperatura (25, 40, 60 °C) e do tempo de processo (0 a 180
min) de US (23,8 W/L, 25 kHz), na atividade enzimatica relativa apos o

processamento da enzima e do substrato;

e Determinar 0s parametros cinéticos da hidrolise enzimatica da PGP utilizando a
enzima (Alcalase®) e substrato (Gryllus assimilis) pré-processados por US em
condi¢coes potencializadas e em reacgao assistida no ultrassom por até 180 min a
25, 40 e 60 °C.

e Determinar o impacto da hidrolise enzimatica (enzima e substrato pré-processados
por US, reacao assistida por US e reacao em condigbes convencionais) na
propriedade antioxidante e na solubilidade dos hidrolisados obtidos apos 30, 60 e

180 min de protedlise.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Insetos comestiveis

A producao de alimentos € um dos grandes desafios da humanidade, dado o
crescimento exponencial da populacao. Estima-se que no ano de 2050 a populacao
atinja 9,7 bilhoes de pessoas, requerendo que a producao de alimentos aumente em
70 % e a de proteinas de origem animal em 100 %. Para atender a esse cenario e
minimizar essa caréncia, a inclusao de novas fontes alimentares, como os insetos, é
fortemente atrativa e recomendada (FAO, 2013; FAQO, 2020).

Apesar de nao ser um habito novo, a entomofagia, isto €, 0 consumo de insetos
como fonte alimentar, nao € uma pratica convencional em muitos paises. No entanto,
0s insetos comestiveis fazem parte de dietas tradicionais em mais de 113 paises,
incluindo os da Asia, Africa e América do Sul. Atualmente, estima-se que 2 bilhdes de
pessoas consomem insetos, sendo que mais de 2000 insetos sao registrados como
comestiveis (TAQO; LI, 2018).

Os insetos destinados a alimentagcao podem ser obtidos por trés diferentes
principais estratégias: colheita direta da natureza, semi-domesticacao e
domesticacdo. E estimado que aproximadamente 92 % dos insetos comestiveis sdo
obtidos diretamente da natureza, 6 % sao semi-domesticados e apenas 2 % das
espécies sao criadas de forma domesticada, 0 que causa preocupacao, pois esse
elevado percentual de insetos comestiveis obtidos diretamente da natureza pode
acarretar a extingcao da espécie no meio ambiente (YEN, 2015).

Portanto, a criacao parcial ou totalmente domesticada sao as mais indicadas
para producao de insetos destinados a alimentacao humana e animal (FENG et al.,
2018). Larvas, baratas e alguns besouros, fazem parte do grupo que podem ser
totalmente domesticados. Ja os gafanhotos, vespas, lagartas de bambu, larvas do
gorgulho da palma e libélulas podem ser parcialmente domesticados (BAIANO, 2020).

A composicao nutricional dos insetos varia de acordo com a espécie analisada,
com énfase para elevados teores de proteinas de alta qualidade, lipidios, carboidratos,
minerais € algumas vitaminas (de CASTRO et al., 2018; ESKOLA et al., 2020). Em
media apresentam 35-61 % de proteinas e 13-33 % de lipidios em matéria seca e uma
quantidade significativa de fibra na forma de quitina insoluvel (OJHA et al., 2021),

sendo que a composicao varia em funcao da espécie de inseto e de seu estagio de
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desenvolvimento (AKHTAR; ISMAN, 2018). Alguns macronutrientes presentes em
iInsetos comestiveis desidratados, como proteina, gordura e fibras, ja foram analisados
e os resultados demonstraram que seus valores percentuais foram superiores a outras
fontes proteicas tradicionais ocidentais, como carne bovina e suina conforme pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao nutricional de algumas espécies de insetos comestiveis e

bovino e suino expresso em g/100g de matéria seca.

Alimento Proteina Lipideos Fibra Autores
%) (R (%)

Besouro rinoceronte 34,7 10,0 8,7 Anaduaka et al., 2021
(Oryctes rhinoceros)
Gafanhoto pintado 30,7 20,0 22,0 Anaduaka et al., 2021
(Zonocerus variegatus)
Larva de Protaetia 44,2 15,3 11,0 Ghosh et al., 2017
brevitarsis
(Protaetia brevitarsis)
Larva-da-farinha b2 34,5 6,2 Ghosh et al., 2017
(Tenebrio molitor)
Grilo japonés 55,6 251 10,3 Ghosh et al., 2017
(Teleogryllus emma)
Grilo Africano 58,3 11,8 9,5 Ghosh et al., 2017
(Gryllus bimaculatus)
Grilo preto 62,7 20,9 8,4 Machado e Thys, 2019
(Gryllus assimilis)
Formiga verde ) L 14,9 19,8 Chakravorty et al., 2016
(Oecophylla smaragdina)
Cupim 33,6 50,9 6,2 Chakravorty et al., 2016
(Odontotermes sp.)
Barata 57,3 29,9 5,3 Rumpold e Schliter,
(Dictyoptera/Blatodea) 2013
Cigarras, 48,3 30,3 12,4 Rumpold e Schliter,
percevejos,pulgoes e 2013
cochonilhas (Hemiptera)
Vespas, abelhas e 46,5 29,1 5,7 Rumpold e Schliter,

formigas
(Himenoptera)

2013
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Mariposa e borboleta 45,4 27,7 6.6 Rumpold e Schliter,
(Lepidoptera) 2013
Libélulas 99,2 19,8 11,8 Rumpold e Schliter,
(Odonata) 2013
Gafanhotos, grilos, 61,3 13,4 9,6 Rumpold e Schlditer,
esperancas, wetas e 2013

paquinhas (Orthoptera)

Bovina, peito, sem 43,1 51,9 0 TACQO, 2011
gordura, cru

Suino, pernil, cru 61,0 33;f 0 TACO, 2011

O incremento de insetos comestiveis na dieta humana é capaz de fornecer altos
niveis de macronutrientes, muitas vezes superiores aos dos alimentos de origem
animal convencional, como a carne bovina (IMATHIU, 2020). Além disso, apresentam
vantagens logisticas por se reproduzirem rapidamente e possuirem ampla distribuicao
geografica (MULLER et al., 2016; GJERRIS et al., 2016).

Do ponto de vista ambiental, em contraste com a pecuaria convencional, a
criacao de insetos resulta em menos emissoes de gases de efeito estufa, menos agua
e espago necessario, menor investimento econdmico, maior eficiéncia na taxa de
conversao alimentar. Para tal calculo, deve-se levar em consideragao a porcentagem
da massa corporal digestiva do inseto, a relacao do kg de peso digestivel/kg de
alimento, litros de agua por quantidade de proteina produzida e metros quadrados por
quilogramas de massa corporal digestivel produzida. Dentro desse segmento, 0s
iInsetos comestiveis tém muitas vantagens em termos de sustentabilidade e valor
nutricional, podendo apresentar de 13 a 77 % de proteina em base seca, sendo que
esse valor ira variar de acordo com a espécie de inseto e seu estagio de
desenvolvimento (AKHTAR; ISMAN, 2018). A titulo de exemplo, a producao de 1 kg
de proteina de espécies de grilos e larvas requer apenas 40 L de agua (ABBASI et al.,
2016).

Os dois principais insetos criados em cativeiros no Brasil sao o0 grilo preto
(Gryllus assimilis) e o tenébrio gigante (Zophobas morio), sendo em sua maioria
destinados a alimentacao animal (ARAUJO et al., 2019). Apesar disso, dada a pressao
crescente para inclusao de insetos na alimentacao humana, € necessario avaliar

esses insetos como potenciais fontes de proteina para os homens, principalmente a
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especie Gryllus assimilis, considerando que sua abrangéncia na literatura cientifica

sobre esta aplicacao € limitada.

2. Grilo Preto (Gryllus assimilis) como fonte de proteina

Proteinas sao polimeros de alto peso molecular, cujas unidades basicas sao 0s
aminoacidos, ligados entre si por ligagoes peptidicas. Possuem em sua cadeia
carbono (50-55 %), hidrogénio (6-8 %), oxigénio (20-24 %), nitrogénio (15-18 %),
enxofre (0,2-0,3 %) e algumas podem conter fosforo (BOBBIO; BOBBIO, 1989).

Do ponto de vista nutricional, a proteina € um macronutriente essencial na
alimentacao, pois € fonte de aminoacidos imprescindiveis para a manutencao da
saude dos individuos e esta ligada a praticamente todas as funcoes fisiologicas. Alem
do valor nutricional, contribui para as caracteristicas sensoriais dos alimentos. Diante
disso, algumas empresas alimenticias e de bebidas estao fortificando seus produtos
com proteinas, buscando idealmente fontes de baixo custo, sustentaveis, soluveis e
com alta biodisponibilidade e funcionalidade para a formulagao de novos produtos
(FATHOLLAHY et al., 2021; YOUSEFI; ABBASI, 2022).

De modo geral, os grilos e gafanhotos apresentam maior teor de proteina em
base seca quando comparado a outros insetos, sendo constituido de
aproximadamente 61 % de proteina, valor cerca de 10 % maior do que as proteinas
de libélulas e quase o dobro da proteina obtida com baratas e cupins (LICEAGA et al.,
2022). Porem, ja foi relatado uma grande variabilidade (> 50 %) no conteudo proteico
na mesma espécie, em certos casos. Essa variabilidade se deve a fatores extrinsecos,
como alimentacao e ecologia, que podem afetar a composicao final (PAYNE et
al.,2016). Araujo et al (2019) avaliaram a composi¢ao nutricional do grilo preto (Gryllus
assimilis) e tenébrio gigante (Zophobas morio), selecionando grilos adultos acima de
25 mm e tenébrio em estagio larval com dimensdes acima de 50 mm. Por meio da
iInvestigacao, constatou que o0s insetos analisados podem ser um suprimento
nutricional adequado as necessidades biologicas, dado que o grilo preto apresentou
65,52 % de proteinas, 21,80 % de lipidios, 8,6 % de carboidratos e 4,08 % de cinzas,
e 0 tenébrio gigante 46,80 % de proteinas, 43,64 % de lipideos, 8,17 % de cinzas e
1,39 % de carboidratos.

A qualidade da proteina de um alimento pode ser determinada pela quantidade
e capacidade de fornecer todos 0s aminoacidos necessarios para um bom

desenvolvimento e manutencao das fungoes corporeas e pela digestibilidade proteica
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(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2008). Os aminoacidos essenciais sao aqueles que
0 organismo humano nao consegue sintetizar e, por esse motivo, devem ser
provenientes da alimentacao, para que nao ocorra a desnutricao. Nesse sentido, as
proteinas de insetos comestiveis se destacam em sua composicao, pois apresentam
todos os aminoacidos essenciais (LICEAGA, 2022).

Oibiokpa et al. (2018) estudaram o conteudo de aminoacidos do grilo preto
(Gryllus assimilis), cupim (Macrotermes nigeriensis), gafanhoto (Melanoplus foedus) e
mariposa-imperadora (Cirina forda) e observaram que o0s insetos analisados sao
fontes de aminoacidos essenciais e nao essenciais. O grilo preto apresentou maior
teor de metionina e cistina, que sao aminoacidos sulfurados essenciais na dieta

humana (Tabela 2).

Tabela 2 —= Composicao de aminoacidos de algumas espécies de insetos comestiveis

(g/100g de proteina) em base seca.

Aminoacidos Grilo preto Cupim Gafanhoto Mariposa-

(Gryllus  (Macrotermes (Melanoplus imperadora

assimilis) nigeriensis) foedus) (Cirina forda)
Lisina 5,29 6,16 6,32 4,59
Treonina 3,09 4,20 10,60 5,19
Valina 4,63 4,92 6,66 5,10
Metionina 2,29 0,78 2,24 0,62
Isoleucina 3,36 4,31 1,52 3,68
Leucina 6,62 7,76 6,99 5,91
Fenilalanina 3,37 4,47 9,31 4,64
Triptofano 2,53 2,36 2,64 1,84
Histidina 2,52 3,07 5,61 2,08
Arginina 414 6,91 8,63 9,39
Acido aspartico 8,25 6,82 1,67 7,82
Serina 3,80 510 5,59 3,80
Acido glutamico 10,60 13,00 5,60 8,94
Prolina 5,09 5,90 8,95 3.26
Glicina 4,03 6,01 6,92 5,29
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Alanina 6,23 5,93 3. 078 3,80
Cistina 1,14 0,40 0,53 0,66
Tirosina 423 476 7,59 351

Fonte: Oibiokpa et al. (2018)

A taxa de eficiéncia de proteina € a relacao entre o ganho/perda de peso corporal
pela ingestao de proteina. O grilo preto (Gryllus assimilis) apresenta um valor de 1,78,
sendo este mais elevado quando comparado a outros insetos, como por exemplo, 0
cupim rainha (Macrotermes bellicosus: 1,18), besouro rinoceronte do coco (Oryctes
rhinoceros: 1,15) e até mesmo a caseina, que apresenta uma taxa de eficiéncia de
1,22 (OIBIOKPA et al., 2018).

Além disso, o valor biologico de uma proteina pode ser entendido como a
porcentagem de nitrogénio absorvido que é retido, sendo uma indicagcao do quao bem
uma proteina € utilizada pelo organismo. Neste sentido, o valor biolégico do grilo preto
apresentou 93,0 %, superior ao da caseina, que é de 73,5 % (OIBIOKPA et al., 2018;
OIBIOKPA, 2017). Estes resultados indicam que 0S insetos comestiveis,
principalmente o grilo preto, tém grande potencial para expandir a participagado como

fonte proteica na alimentagao humana.

3. Enzimas utilizadas na hidrolise proteica

As enzimas sao substancias que atuam na reducao da energia de ativacao
necessaria para que as reagoes ocorram (BOBBIO, BOBBIO, 1989; WHITAKER,
2003). Exceto por um pequeno grupo de moléculas de RNA cataliticas, todas as
enzimas sao proteinas. Em termos industriais, elas podem ser obtidas a partir de
animais, plantas e microrganismos, sendo a fonte microbiana de maior preferéncia
devido facilidade para manipulacao genética, grande disponibilidade devido a
auséncia de sazonalidade, capacidade de producao em massa € maior estabilidade
as condicoes do meio (RANA, WAIA, GAUR, 2013; ANBU et al.,, 2015). A nivel
industrial, as enzimas possuem ampla aplicabilidade em varios segmentos, como
industrias quimicas, farmaceéuticas, téxtil, papel, couro, alimentos, bebidas e
biocombustiveis (KIRK, BORCHET, FUGLSANG, 2002; CHOI, HAN, KIM, 2015).

Algumas enzimas sao constituidas apenas por seus proprios residuos de

aminoacidos. QOutras requerem um componente quimico adicional denominado
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cofator, que pode ser um ou mais ions inorganicos como Fe?*, Mg#*, Mn?* ou Zn?* ou
uma molécula organica ou metalorganica complexa, denominada coenzima. As
enzimas sao divididas em sete classes, com base nos tipos de reacoes que catalisam,
conforme a Tabela 3 (NELSON; COX, 2014; CREATIVE ENZYMES, 2023.

Tabela 3 — Classificagao internacional das enzimas.

Nome da classe Tipo de reacao catalisada

Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hidrido ou atomos de H)

Transferases Reacoes de transferéncia de grupos

Hidrolases Reacoes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais para a
agua)

Liases Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras ligacoes por eliminacao,

rompimento de ligacdes duplas ou anéis, ou adicao de grupos a
ligacoes duplas

Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula
produzindo formas isomeéricas

Ligases Formacao de ligagdoes C-C, C-S, C-O e C-N por reagoes de
condensacao acopladas a hidrolise de ATP ou cofatores
similares

Translocases Auxilia na movimentagao de outra molécula, geralmente atraves

de uma membrana celular
Fonte: Nelson e Cox (2014); Creative Enzymes (2023)

As hidrolases sao as enzimas mais usadas em biotransformagoes, isso devido
sua ampla especificidade de substrato, acessibilidade comercial, independéncia de
cofatores e capacidade de trabalhar em altas concentragoes de substrato, tanto em
solucoes aquosas quanto em solventes organicos (RODRIGUES et al., 2019). Essa
classe se divide em subclasses, entre elas estao as proteases, que consistem em um
grupo amplo de enzimas com diferentes especificidades de substrato, diversidade de
seus sitios ativos, mecanismos cataliticos, pH 6timos, temperaturas 6timas e perfis de
estabilidade (MARTINEZ-MEDINA et al., 2019). Elas podem ser obtidas de plantas
(papaina do mamao, bromelina de abacaxi, actinidina de kiwi, ficina de figo), animais
(tripsina pancreatica, quimotripsina, pepsina, quimosina) € microrganismos, sendo
atualmento a mais difundida devido a alta demanda industrial (SANROMAN, DEIVE,
2017; AGYEI, AKANBI, OEY, 2019; MARTINEZ-MEDINA et al., 2019).
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A Alcalase® é uma serina endopeptidase, originalmente obtida de Bacillus
licheniformis. E pertencente a um grupo de proteases de serina, que inicia o ataque
nucleofilico sobre a ligacao peptidica (amida) por meio de um residuo de serina no
local ativo, seu residuo caracteristico do centro ativo € Asp-32, His-64, Ser-221
dispostos em uma triade catalitica. Entre as proteases, ela tem se destacado como
uma das melhores enzimas comerciais na liberagao de peptideos bioativos, dada sua
capacidade de hidrolisar diferentes grupamentos peptidicos em comparagao com
outras proteases e tendéncia em fornecer peptideos de pequeno tamanho. Devido a
ampla seletividade e especificidade, € possivel sua utilizagao em diferentes substratos
proteicos (TACIAS-PASCACIO et al., 2020; FONSECA, 2014).

A Alcalase® tem sido empregada na producao de hidrolisados proteicos de
diversas fontes, como caseina de leite de cabra (MAGALHAES et al. 2022), soja
(ZHONG et al., 2007), grao de bico (YUST et al., 2003), peixe (VALENCIA et al., 2014)
e inseto comestivel (DE MATOS et al., 2022), visando a producao de peptideos
bioativos. Ahmadifard et al. (2016) realizaram uma comparacao do efeito de trés
enzimas (Alcalase®, papaina e um coquetel comercial contendo tripsina, timotripsina
e aminopeptidase) na hidrolise enzimatica de concentrado proteico de farelo de arroz
(CPFA) e proteina de soja (PS). Constataram que a Alcalase® apresentou maior
capacidade de hidrolise em comparacao com as outras enzimas. Apos 60 minutos de
hidrolise, o0 GH % da Alcalase® para CPFA e PS foi de 12,69 e 12,50 %,
respectivamente. Por outro lado, a enzima papaina apresentou menor GH % (1,56 e
1,24 %).

4. Hidrolisados proteicos e suas propriedades biologicas e tecnico-funcionais

A hidrolise enzimatica € uma operagao unitaria que tem sido constantemente
utilizada para modificar os componentes dos insetos, principalmente proteinas. Essa
pode ser uma excelente estratégia para aumentar a aceitagao dos insetos comestiveis
enquanto ingrediente alimenticio, bem como permitir a obtencao de compostos com
melhores propriedades biolégicas e técnico-funcionais (NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2017).

A producao de hidrolisados proteicos decorre da selegcao de fontes proteicas e
posterior liberacao de seus fragmentos peptidicos pela quebra de ligacoes entre

residuos de aminoacidos. Normalmente, esse processo ocorre por agao proteolitica
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de enzimas endodgenas (autdlise), enzimas exdogenas (preparacoes comerciais) ou por
fermentacao microbiana (LI-CHAN, 2015; TOLDRA et al., 2018). Enzimas comerciais
exogenas de origem microbiana sao bastante empregadas nesse processo, como por
exemplo, Alcalase®, Flavourzyme®, Pronase® e Neutrase®, dentre outras
(MARCINIAK et al., 2018).

Peptideos de baixa massa molecular, geralmente menor que 1 kDa, sao
considerados mais adequados para incorporacaoc em alimentos, devido a sua
absorcao direta pelo sistema circulatério e maior resisténcia a hidrolise enzimatica
durante a passagem pelo trato gastrointestinal (ALUKO, 2012). Além disso, a
presenca de peptideos de baixo peso molecular pode aumentar a solubilidade da
proteina hidrolisada, ja que a solubilidade de uma proteina é influenciada pela reducao
do peso molecular e aumento do numero de unidades polipeptidicas menores
(KILARA; PANYAM, 2003).

O processo de hidrolise € necessario para a liberacao desses peptideos que
apresentam algum tipo de bioatividade, uma vez que essas moléculas apresentaram
baixa bioatividade quando estao inseridas a estrutura nativa das proteinas (NGOH;
GAN, 2016). Geralmente, os peptideos bioativos sao compostos por menos de 20
residuos de aminoacidos e possuem massa molecular menor que 6 kDa (DE
CASTRO; SATO, 2015). Dados referentes a diferentes processos de hidrolise
(enzimas diferentes) de proteinas de insetos para producao de peptideos bioativos
sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Obtencao de peptideos bioativos a partir de insetos comestiveis utilizando

diferentes preparacdes enzimaticas e a bioatividade relacionada.

Inseto comestivel Enzima (s) Bioatividade Referéncia
Grilo Preto Flavoutzyine, Antidiabética De Matos et al.,
(Gryllus assimilis) Alcalase Anti-hipertensiva 2022
Y Neutrase P

;i . Pepsina Antioxidante : .

?Pig?éiiifg?;?g;) Tripsina Anti-hipertensivos EnnztloezleQU|lar ot
Quimiotripsina Antidiabética N
&E}Siﬂgmz Alcalase Antioxidante Sousa, Borges e
i prite Corolase PP Anti-hipertensiva Pintado, 2020
laperinus)

Mosca soldado-negro Alcalase Antioxidante Mintah et al.,

(Hermetia illucens) (2019)
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Grilo-domeéstico Alcalase Antioxidante Hall: Johnson:
tropical Pepsina Antidiabética Liceﬂaga (201 8’)
(Gryllodes sigillatus)  Pancreatina Anti-hipertensiva
Fepsina David-Birman;
Gnln—dnmesﬂcn_ Tnpmnq . Antioxidante Raften; Lesmes
(Acheta domesticus) Quimotripsina
Mucina (2018)
Alcalase
Bicho-da-seda Prntelase alcalina o |
(Bombyx mori) F’el,psilna Antioxidante Liu et al. (2017)
Tripsina

Quimotripsina

Larva-oa-farinha Alcalase Anti-hipertensiva Oal; Vit Luo
(Tenebrio moliton P (2013)

Alcalase
A -F’rirpl];::iasma Anti-hipertensiva ¥ ey sshiala.
(Spodoptera littoralis) Tiitising (2009)

Quimotripsina

A hidrolise enzimatica pode melhorar algumas propriedades técnico-funcionais
em comparacao as das proteinas nativas, como ja demonstrado para uma variedade
de proteinas convencionais, como proteinas de soja (LIANG et al., 2020) e proteinas
do soro de leite (ZHANG et al., 2022). Na literatura, muitos estudos estao investigando
a bioatividade de hidrolisados de proteinas obtidas de insetos. Por outro lado,
publicacoes sobre as propriedades tecnico-funcionais de hidrolisados de proteinas de
iInsetos sao limitadas.

Dos estudos realizados, € possivel constatar que os hidrolisados proteicos de
insetos resultam em maior solubilidade (MINTAH et al., 2019) e maiores capacidades
de retencao de agua e oleo (DION-POULIN et al., 2020), emulsificante (KIM et al.,
2016) e de formacao de espuma (PURSCHKE et al., 2018) do que as observadas para
a proteina nativa.

A solubilidade da proteina € entendida como a quantidade de proteinas que
estao em um estado soluvel sob condicoes especificas (HAQUE; TIMILSENA;
ADHIKARI, 2016). E uma importante propriedade fisico-quimica, pois influencia em
diversos fatores, como, por exemplo, o alimento que pode ser produzido (sélido ou
liquido), as fases que podem ser estabilizadas e a escolha e o tempo do

processamento (HELLEBOIS et al., 2021). Portanto, a solubilidade da proteina € um
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parametro critico na ciéncia de alimentos, e o conhecimento dessa propriedade auxilia
no desenvolvimento e fabricacao de produtos.

Purschke et al. (2018) investigaram as propriedades técnico-funcionais dos
hidrolisados proteicos da farinha de proteina de gafanhoto migratorio (Locusta
migratoria). Os autores constataram que o processo de hidrolise enzimatica melhorou
a solubilidade, atividade emulsificante, capacidade de espuma e capacidade de
ligacao de 6leo em um amplo espectro de pH dos peptideos obtidos, em comparacao
com a proteina nativa.

Na hidrélise enzimatica, as condigoes de enzima-substrato, tempo de hidrolise,
temperatura e pH devem ser otimizados para obtencao do composto de interesse
(UDENIGWE; ALUKO, 2012). Porém, ainda que sejam otimizados, 0s custos
relacionados a este processo sao elevados, principalmente devido ao longo tempo
de hidrolise e relativo baixo rendimento dos compostos de interesse. Além disso, as
condicoes otimas das enzimas nem sempre sao as condicoes desejadas
industrialmente, o que eleva os gastos energéticos e pode afetar a qualidade do
produto. Desta forma, torna-se necessario usar fontes mais baratas de proteases e/ou
utilizar tecnologias, como o ultrassom, para acelerar este processo ou garantir maiores

niveis de conversao.

5. Aplicacao do Ultrassom na melhoria da performance enzimatica na hidrolise
proteica

Devido a ampla aplicacao de reacoes catalisadas por enzimas, elas tém recebido
muita atencao visando reduzir os custos operacionais e aumentar a producao de
compostos de interesse. O ultrassom (US) € uma tecnologia atraente dentro desse
segmento, pois, em condi¢coes otimizadas, € capaz de promover ativagao enzimatica,
modificacao de substrato e aceleracao da hidrolise enzimatica (SOARES et al., 2019;
SOARES et al., 2020).

O US é considerado um tipo de energia vibracional que, ao passar pelo meio
como uma onda mecanica, inicia um movimento continuo do tipo onda e gera ciclos
alternados de expansao e compressao. No ciclo de expansao, as bolhas sao geradas,
a principio, por causa de uma pressao negativa que supera a resisténcia a tracao do
liquido. Com o0 aumento da absorgcao da energia acustica, o tamanho das bolhas
aumenta até atingir seu tamanho critico e, consequentemente, ocorre uma implosao,

liberando a energia absorvida e aquecendo a area circundante a uma alta temperatura
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instantanea de aproximadamente 5500°C. Além da alta temperatura, a alta pressao,
tensao de cisalhamento, turbuléncia e agitagcao sao caracteristicas distintas em todo

0 processamento ultrassénico (YU et al., 2017) (Figura 1).

[ l Ondas de com pressﬁu

; Compressao Compressdo Compressao Compressdao Compressao

)

[

o

0

o

E Amplitude

@

n‘: Expansio Expansao Expansao Expansao Expansdo Expansao

5.000°C

® . e . & . 500 bar

FORMAGCAO DAS BOLHAS CRESCIMENTO DAS BOLHAS IMPLDSﬁD DAS BOLHAS

Figura 1 — Principio da cavitacao ultrassonica

Fonte: Ultrasonic Disintegration adaptada

Os efeitos das ondas ultrassonicas sao de grande complexidade, podendo
melhorar ou dificultar a agao hidrolitica das proteinas, e sao dependentes de algumas
condicOes de processo, como tipo e geometria do sistema, frequéncia, densidade de
energia acustica e tempo, bem como da natureza da enzima (ULUKO et al, 2015;
O'DONNELL et al., 2010). Na industria de alimentos, o US pode ser aplicado de duas
formas, pelo método direto (ultrassom tipo sonda) e indireto (ultrassom de banho). No
metodo indireto, os transdutores sao fixados na parte inferior do tanque e a energia
ultrassonora € transmitida através de um liquido. Por outro lado, no método direto, a
sonda ultrassonica € imersa na solucao e fornece uma poténcia ultrassdnica que €
pelo menos 100 vezes maior que a fornecida pelo banho (GOULA etal., 2017; WELTI-
CHANES et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2 — Processo ultrassoénico. (a) Método direto; (b) Método indireto.
Fonte: Autora (2023)

O US pode atuar em trés vias em relacao as reagcdes enzimaticas: enzima,
substrato e/ou na reagao assistida (Wang et al., 2018). De forma geral, o processo
ultrassénico com uma menor energia fornecida € mais favoravel para melhorar a
atividade enzimatica, enquanto uma longa exposicao pode provocar uma perda
progressiva da estabilidade e atividade das enzimas (DELEGADO-POVEDANO;
CASTRI, 2015).

Alguns estudos ja demonstraram efeitos positivos do US de banho na melhoria
da performance enzimatica. Soares et al. (2020) avaliaram o efeito do ultrassom de
banho (25 kHz, 22 W/L) como pré-tratamento da lipase, e observaram um aumento
de 12% na atividade da enzima em condigcoes especificas de processo (25° C/45 min
e 40° C/60 min). Yu et al. (2013), demostraram um aumento de 17,2% na atividade da
tirosinase, apos 150 minutos de tratamento em US de banho (40kHz, 31W/L, 25°C).
Dalagnol et al. (2017) investigaram o efeito do ultrassom de banho (40kHz, 23W/L,
30°C) como pre-tratamento da celulose (10 min) e xilanase (5 min), e constataram um
aumento de 17% e 25% na atividade da celulase e xilanase, respectivamente.
Magalhaes et al. (2022) analisaram a hidrolise enzimatica assistida por ultrassom de
banho (25 kHz/ 450 W) de caseina de leite de cabra e corroboraram que a reacao
assistida por ultrassom aumentou a taxa de hidrolise da caseina do leite de cabra em
até 120%.

A influéncia da aplicacao do US ja foi estudada em algumas propriedades das

proteinas de diferentes insetos, como propriedades gelificantes (KUMAR et al., 2022)
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e propriedades de emulsificacao (WANG et al., 2021). Em contrapartida, publicacoes
sobre a aplicagcao do US para potencializar a hidréolise enzimatica das proteinas sao
escassos, principalmente proteinas de grilo preto. O numero de publicagcoes cientificas
na base de dados scopus entre 0s anos de 2019 a 2022 é de apenas seis artigos,
guando se utiliza as palavras-chaves “inseto”, “hidrolise” e “ultrassom”, traduzidas
para a lingua inglesa. Desses estudos, apenas trés abordam diretamente o efeito do
US na producao de hidrolisados.

Destes frés estudos encontrados na literatura, Rivero-Pino et al. (2020)
investigaram a influéncia do ultrassom de ponteira no pré-processamento da farinha
de Tenebrio molitor seguida pela hidrolise enzimatica com Alcalase® (subtilisina) e
tripsina visando a producao de peptideos inibidores da a-glucosidase. Os autores
constataram que o pré-tratamento com ultrassom foi capaz de potencializar os
peptideos inibidores da a-glucosidase durante a hidrolise enzimatica posterior. Os
autores atribuiram os resultados a uma modificagao do substrato causado pelo US
gue favoreceu 0 acesso enzimatico, resultando em uma maior geracao de compostos
de interesse.

No segundo estudo, Mintah et al. (2020a) analisaram se 0 pré-tratamento de
ultrassom (US de frequéncia multipla com ciclo de varredura de 500 ms, tempo de
pulso de 15 s ligado e 5 s desligado, poténcia de 600 W e frequéncia de 40 + 2 kHz)
irla influenciar nas caracteristicas estruturais, fisicas e funcionais de isolados e
hidrolisados de proteina da mosca-soldado (Hermetia illucens). Os autores concluiram
gue os hidrolisados tratados com ultrassom exibiram alta fracao de peptideos de
cadeia curta, sendo uma tecnologia viavel para alterar a estrutura e melhorar os
atributos funcionais e fisicos.

No terceiro estudo, com o objetivo de determinar o efeito da sonicacao de
varredura e de frequéncia fixa como pré-tratamento de proteinas de mosca-soldado
(Hermetia illucens) antes da hidrolise enzimatica, Mintah et al. (2020b) utilizaram trés
tratamentos: convencional (sem US), US de varredura (ciclo de varredura de 500 ms,
tempo de pulso de 15 s ligado e 5 s desligado, poténcia de 600 W e frequéncia de 40
+ 2 kHz) e US de frequéncia fixa (mesmas condi¢des do US de varredura, mas com a
frequéncia estavel de 40 kHz). Apos o processamento, realizaram analises de
capacidade antioxidante, solubilidade, capacidade emulsionante e capacidade de
formacao de espuma da proteina nativa e dos hidrolisados e observaram que 0s

hidrolisados tratados por US, particularmente com frequéncia de varredura,
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mostraram melhor solubilidade, capacidade de formacao de espuma e capacidade
antioxidante.

Diante das informacoes expostas, pode-se observar que o US é uma tecnologia
emergente capaz de potencializar a hidrolise enzimatica, permitindo a obtencao de
compostos com melhores propriedades tecno-funcionais e biologicas. Porém, apesar
do grilo preto (Gryllus assimilis) ser um dos principais insetos criados no Brasil, ndo
existe pesquisas relacionadas com aplicacao do ultrassom para potencializar o
processo de hidrolise enzimatica. Alem disso, apesar da simplicidade do equipamento
e menor custo, 0 uso de ultrassom de banho para a finalidade de melhorar a obtengao
de hidrolisados proteicos de insetos comestiveis nao foi estudado, sendo necessario

aumentar o volume de trabalhos disponiveis para garantir respostas mais conclusivas

acerca de sua aplicabilidade industrial.
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CAPITULO 2

Hidrolise da proteina do grilo preto (Gryllus assimilis) potencializada por

ultrassom: efeito na cinética de hidrolise, solubilidade e atividade antioxidante
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HIDROLISE DA PROTEINA DO GRILO PRETO (Gryllus assimilis) POTENCIALIZADA
POR ULTRASSOM: EFEITO NA CINETICA DE HIDROLISE, SOLUBILIDADE E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Resumo

Este estudo avaliou os efeitos do ultrassom (US) na hidrélise enzimatica da proteina
de grilo preto (PGP) e os hidrolisados obtidos com relacao a solubilidade e atividade
antioxidante in vitro. Aumento na atividade enzimatica relativa (p< 0,05) foi obtido apos
aplicacao do US (23,8 W/L, 40 kHz) na enzima Alcalase® (até 59,4 % apos 30 min/
25 °C) e na PGP (até 148,5 % apos 30 min/ 40 °C). As hidrolises da PGP sob
condi¢coOes potencializadas e assistida por US proporcionaram um aumento de até 227
% na taxa de protedlise e até 52,2 % no grau de hidrdlise final, em comparagao com
a reacao convencional. Consequentemente, os hidrolisados obtidos com a
intervencao do US apresentaram melhor capacidade antioxidante (47,8 % para DPPH
e 113,6 % para ABTS) e solubilidade (9,7 %) em relacao a hidrolise convencional. Em
conclusao, observa-se que a PGP pré-sonicada ou a hidrélise assistida por US sao
boas estratégias para potencializar a geracao de hidrolisados proteicos com melhores

propriedades biologicas e funcionais.

Termos para indexacao: grau de hidrdlise, inseto comestivel, propriedades

biologicas, propriedades técnico-funcionais, solubilidade proteica, sonicagao.



38

PROTEIN HYDROLYSIS OF THE BLACK CRICKET (Gryllus assimilis) ENHANCED
BY ULTRASOUND: EFFECT ON HYDROLYSIS KINETICS, SOLUBILITY AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY

Abstract

This study evaluated the effects of ultrasound (US) on the enzymatic hydrolysis of
black cricket protein (BCP), and the effects on the solubility and in vitro antioxidant
activity of the obtained hydrolysates. An increase in relative enzymatic activity (p<0.05)
was obtained after the application of US (23.8 W/L, 40 kHz) on Alcalase® (up to 59.4%
after 30 min/25 °C) and on PGP (up to 148.5% after 30 min/40 °C). Hydrolysis of pre-
sonicated PGP under potentiated conditions or using US-assisted reaction provided
up to 227% increase in the proteolysis rate and up to 52.2% increase in the final
hydrolysis degree, compared to the conventional reaction. Consequently, the
hydrolysates obtained with the US intervention showed better antioxidant capacity
(47.8% for DPPH and 113.6% for ABTS) and solubility (9.7%) compared to
conventional hydrolysis. In conclusion, it is observed that pre-sonicated PGP or US-
assisted hydrolysis are interesting strategies to enhance the hydrolysates obtaining

and to improve their biological and functional properties.

Index terms: degree of hydrolysis, edible insect, biological properties, techno-

functional properties, protein solubility, sonication.
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1. INTRODUGCAO

O consumo de insetos como fonte proteica tem sido apontado como uma
importante alternativa para garantir a seguranca alimentar da crescente populagao
mundial (FAO, 2020) de forma sustentavel e economicamente viavel (Lange &
Nakamura, 2020). Os insetos sao ricos nutricionalmente, sendo fonte de proteinas,
lipidios, fibras, vitaminas e minerais (Roncolini et al., 2020). Os principais insetos
produzidos no Brasil sao o grilo preto (Gryllus assimilis) e o tenébrio gigante
(Zophobas morio) (Araujo et al., 2019). O grilo preto apresenta em base seca 63 % de
proteina, 21% de lipidios, 8 % de fibras alimentares, 3 % de cinzas e 10 % de umidade
(Machado & Thys, 2019). Aléem do seu valor nutricional, as proteinas de insetos
apresentam potencial para producao de peptideos com propriedades biologicas e
técnico-funcionais, como atividade antioxidante, antidiabética, anti-hipertensiva e
melhoria na solubilidade, capacidade de retencao de agua e oleo, emulsificacao e
capacidade de formacao de espuma (De Matos et al., 2022; Dion-Poulin et al., 2020;
Kim et al., 2016; Mintah et al., 2019; Montiel-Aguilar et al., 2020; Purschke et al., 2018).
Porém, para exercer essas propriedades, a proteina nativa deve ser hidrolisada (Ulug
et al., 2021).

Os peptideos bioativos podem ser obtidos pela hidrolise enzimatica, sendo uma
importante estratégia para aumentar a aceitacao dos insetos comestiveis enquanto
ingrediente alimenticio, bem como permitir a obtencao de compostos com melhores
propriedades biologicas e técnico-funcionais (Nongonierma & Fitzgerald, 2017). Em
comparacao a outras proteases usadas no processo de hidrolise enzimatica, a
Alcalase® tem se destacado como uma das melhores enzimas comerciais para
promover a liberagao de peptideos bioativos, devido a sua alta atividade proteolitica
com especificidade sobre as ligacoes peptidicas contendo residuos hidrofébicos com
grupos carboxila Phe, Tyr, Trp e Lys (Tacias-Pascacio et al., 2020; Whang et al.,
2021).

Ainda assim, o0 processo de hidrolise enzimatica envolve algumas
desvantagens, como 0 alto custo das enzimas, longo tempo de hidrélise e baixo
rendimento (Ulug et al., 2021). Portanto, novas estratégias tém sido adotadas para
melhorar a estabilidade e a performance de enzimas visando potencializar as reacoes
enzimaticas. Entre estas estratégias esta a aplicacao de ultrassom (US), processo no

qual a cavitagcao acustica gerada pode promover mudancas conformacionais na
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estrutura da enzima e da proteina, bem como acelerar o processo de hidrolise nas
reacoes assistidas por US (Soares et al., 2019; Soares et al., 2020).

Alguns estudos ja revelaram que o US pode melhorar as propriedades
biologicas e funcionais de hidrolisados de proteina de insetos. Rivero-Pino et al.
(2020) relataram que o pré-processamento da farinha de Tenebrio molitor seguida
pela hidrolise enzimatica com Alcalase® e tripsina potencializaram a producao de
peptideos inibidores da a-glucosidase. Além disso, Mintah et al. (2020) concluiram
que os hidrolisados de proteina da mosca-soldado (Hermetia illucens) tratados com
ultrassom exibiram alta fracao de peptideos de cadeia curta, sendo uma tecnologia
viavel para alterar a estrutura da proteina nativa e melhorar os atributos funcionais e
fisicos a partir dos hidrolisados obtidos.

Embora ja tenha sido comprovado que o US tenha potencial para potencializar
a hidrélise enzimatica, nao existem estudos na literatura que avaliaram o efeito desta
tecnologia na produgao de hidrolisados proteicos de grilo preto. Além disso, a maioria
dos trabalhos publicados envolvendo hidrolise enzimatica utilizaram o sonicador de
ponteira, que apresenta maior custo inicial e de manutencao em comparagao com o
ultrassom de banho, € nao avaliaram o seu efeito sobre enzima, substrato e reacao
assistida simultaneamente, o que dificulta a interpretacao de qual seria a melhor
estratégia para sua aplicagao.

O presente estudo foi realizado para avaliar os efeitos do ultrassom de banho
na hidrolise enzimatica da proteina de grilo preto (PGP) apos pre-tratamento da
Alcalase®, da PGP e na reacao assistida, além de investigar o impacto na solubilidade

e atividade antioxidante in vitro dos hidrolisados obtidos em condi¢cOes potencializadas
por US.

2. MATERIAL E METODOS

A Figura 1 mostra a representacao esquematica do estudo, envolvendo: (i)
determinacao da temperatura 6tima da Alcalase® (secao 2.2), (i) avaliacao da
atividade enzimatica apos pré-tratamento ultrassonico da enzima e da PGP em
diferentes tempos e temperaturas (secao 2.3), (iii) cinética de hidrolise utilizando
enzima e substrato pré-tratado por US em condicoes potencializadas, além da

protecdlise assistida por US (secao 2.4) e (iv) avaliagao da solubilidade e atividade
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antioxidante in vitro dos hidrolisados obtidos (se¢ao 2.5). Informagoes detalhadas sao

apresentadas nas secoes a sequir.

‘PGP + Alcalase®

o =

|

2.2. Determinacao da
temperatura 6tima da
Alcalase®

Alcalase®

— =
1B

ooy | Loosommoens | |eonsenmgny

—  — :
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2.4. Hidrolise da PGP 2.4. Hidrdlise da PGP

usando Alcalase® pre- pre-tratada por
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potencializadas potencializadas

Figura 1. Desenho experimental do estudo

2.1 Obtencao da enzima e proteina de grilo preto (Gryllus assimilis) (PGP)

A protease usada no estudo foi a Alcalase® (Bacillus lincheniformis), doada
pela Novozymes Latino Americana Ltda (Parana, Brasil). Os grilos pretos (Gryllus
assimilis) foram gentilmente doados pela biofabrica Hakkuna, localizada na cidade de
Piracicaba (Sao Paulo, Brasil). Esses insetos foram desidratados em estufas com
circulagcao forgcada de ar (50 °C/4 horas) até atingirem 10 % de umidade.
Posteriormente, foram triturados com o objetivo de produzir uma farinha com elevado

teor proteico (61 % em matéria seca) para ser usada neste estudo como substrato
(PGP).
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2.2 Determinacao da atividade da Alcalase® em proteina de grilo preto (Gryllus
assimilis) em diferentes temperaturas

A temperatura otima da Alcalase® usando como substrato a PGP foi
determinada seguindo a metodologia descrita por Leite Junior et al. (2014) em
temperaturas de 25, 35, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C. Para isso, 0,7 g da PGP (0,7 %
p/v) foi disperso, sob agitacao durante 1 hora, em 100 mL de solugao tampao fosfato
de sodio (0,1 M) com pH 7,5. Apos esse periodo, a amostra foi mantida em banho
termostatico até equilibrar a temperatura e, em seguida, uma aliquota de 1 mL da
solugao enzimatica (0,7 % v/v, concentragoes definidas com base em valores de Km
e dentro da faixa de diluicao recomendada pelos fabricantes) foi adicionada e a
hidrolise enzimatica ocorreu por um periodo de 30 minutos.

Posteriormente, 1 mL do hidrolisado foi coletado e adicionado a 1 mL de acido
tricloroacético (TCA) (20 % p/v) para paralisar a reacao. A solucao foi centrifugada a
7500 g por 15 min a 4 °C, e o0 sobrenadante foi separado para analise
espectrofotométrica de luz UV a uma absorbancia de 280 nm. Um controle foi
preparado, em que o TCA foi adicionado antes da solucao enzimatica e o AAbs 280
nm foi determinado a partir da diferenca da absorbancia entre a amostra e o branco.
A temperatura 6tima foi definida de acordo com a condicao que apresentou maior
atividade enzimatica (100 % da atividade enzimatica). Para o calculo da atividade

enzimatica relativa (AER) nas demais condic¢oes foi utilizada a equacao 1 (Eq. 1).

AER(%) = (

atividade na condicao nao 6tima
) - 100 Eg.1

condicao 6tima de atividade

2.3 Efeito do pre-tratamento por ultrassom sobre a proteina de grilo preto

(Gryllus assimilis) e Alcalase®: Avaliacao da atividade enzimatica

Para conducao do experimento, foi utilizado um banho ultrassénico (Unique,
modelo USC 2800 A, Indaiatuba, Brasil) com controle de temperatura, capacidade
nominal de 9,5 L, dimensdes internas de 300 x 240 x 150 mm, equipado com cinco
transdutores de 40 kHz dispostos abaixo da cuba, poténcia nominal de 450 W e
poténcia volumeétrica de 23,8 W/L, medida de acordo com o método calorimétrico

(O'Donnell et al., 2010). Inicialmente, o banho de US foi preenchido com um volume
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de 6,5 L de agua destilada e os processos foram realizados separadamente para a
enzima e para o substrato, com o objetivo de avaliar o efeito do pré-processamento
por US sobre cada componente (enzima e substrato) isoladamente.

Para isso, um béquer de vidro contendo a amostra (enzima ou substrato
preparados conforme descrito na secao 2.2) foi posicionado no ponto de exposicao
maxima a intensidade ultrassénica e o0s pré-tratamentos foram realizados nas
temperaturas de 25 °C (temperatura ambiente), 40 °C (temperatura intermediaria) e
60 °C (temperatura determinada como o6tima da enzima). Apos 15, 30, 60, 90, 120 e
180 minutos de tratamento, aliquotas foram coletadas e a atividade enzimatica relativa
foi calculada considerando a atividade das amostras processadas por ultrassom em
relacao as nao processadas, na mesma condi¢cao de temperatura, de acordo com a
Eq. 2.

atividade da amostra processada no US

AER; or AERs(%) = ( ) 100 Eq.2

atividade da amostra sem processar

Posteriormente, foram selecionadas as condi¢coes (temperatura e tempo de
sonicagcao) que apresentaram maiores atividade enzimatica relativa apos pré-
processamento da PGP (AERs) e Alcalase® (AERE).

2.4 Avaliacao da cinetica de hidrolise da proteina do grilo preto (Gryllus
assimilis) usando enzima e substrato pre-tratados com US em condicoes

potencializadas e sob reacao assistida

2.4.1 Hidrolise da PGP usando substrato e enzima pre-tratados por US em
condicoes potencializadas

Para analisar a hidrolise da PGP apos o pré-tratamento ultrassénico do
substrato e da enzima, 100 mL de solucao proteica (preparada conforme descrito na
secao 2.2) foi sonicada (conforme metodologia descrita na secao 2.3) em condicao de
maior AERs (30 min a 40 °C). Paralelamente, 100 mL de solucao enzimatica
(preparada conforme descrito na secao 2.2) foi sonicada em condicao de maior AERE
(30 min a 25 °C).

Posteriormente, enzima e substrato sonicados foram utilizados separadamente

para avaliar o efeito destes pré-tratamentos na cinética de hidrolise da PGP. Para isso,
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enzima foi adicionada ao substrato (razao de 1 % v/v conforme condigcao definida na
secao 2.2) e a hidrolise foi realizada a 60 °C, 40 °C ou 25 °C durante 180 min. Como
controle, amostras nao tratadas por US foram hidrolisadas nas mesmas condigoes. A

hidrolise foi avaliada por meio do grau de hidrélise (GH).

2.4.2 Hidrolise da PGP assistida por ultrassom

Para avaliar a cinética de hidrolise da PGP assistida por US nas temperaturas
de 25 °C, 40 °C e 60 °C, um béquer contendo o substrato (solucao de PGP 0,7 % p/v
preparada conforme secao 2.2) foi adicionado ao banho de US no ponto de exposicao
maxima a intensidade ultrassénica (conforme metodologia descrita na secao 2.3).
Apos equilibrar a temperatura, a hidrolise foi iniciada com a adicao da enzima
previamente preparada conforme secao 2.2 em uma razao de 1 % v/v conforme
condicao definida na segao 2.2. O tempo de reacao foi de 180 min e a hidrdlise foi

avaliada por meio do grau de hidrolise (GH).

2.4.3 Determinacao do grau de hidrolise (GH)

O grau de hidrélise (GH) foi determinado pela metodologia pH-stat, conforme
proposto por Adler-Nissen (1986), nas temperaturas de 25 °C, 40 °C e 60 °C. Para
essa finalidade, a solugao enzimatica e a solugao de PGP foram preparadas em agua
destilada, e o pH inicial foi ajustado para 7,5. As reagoes foram iniciadas conforme os
itens 2.4.1 e 2.4.2 e o pH foi mantido estatico (7,5) durante os 180 min de hidrolise
nas respectivas temperaturas, pela adicao de NaOH (0,1 M).

O GH foi descrito como a razao percentual entre o numero de ligacoes
peptidicas quebradas (h) e o numero total de ligagcoes peptidicas no substrato (htot),

calculado de acordo com a Equacao 3:

Onde, V (mL) é o volume de NaOH consumido durante a reagao, C (mol/L) é a
concentragcao de NaOH, a € o grau de dissociagao dos grupos amino a-NHz liberados
durante a reacao em temperatura e pH especifico (0,414 para Alcalase®, calculado
de acordo com Kurozawa et al. (2009)), M (g) € a massa de proteina a ser hidrolisada
e hit (MmMol/g) € o0 numero molar de ligacoes peptidicas por unidade de massa de

proteina.
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2.4.4 Modelagem da cinetica da hidrolise da proteina de grilo preto (Gryllus
assimilis)

A cinética da hidrélise foi avaliada por meio de um modelo cinético de primeira
ordem, onde a velocidade da reacao foi expressa pelo aumento da GH, conforme a
Equacao 4:

GH, =GH,(1—e ™) Eq.4
Where:
GH; = Grau de hidrélise (%) no tempo f;
GH,, = Grau final de hidrolise (%)
t = tempo de reacao enzimatica (min);
k = taxa de reacdao de hidrélise (min'') a uma determinada temperatura, que

representa a hidrolise da proteina do grilo preto (Gryllus assimilis) quantificada pelo
GH.

2.5 Avaliacao da solubilidade e atividade antioxidante in vitro

A solubilidade e a atividade antioxidante foram determinadas nos hidrolisados
obtidos nas condicoes descritas nas secoes 2.4.1 € 2.4.2. Nos tempos 30, 60 e 180
min de hidrolise, a 60 °C, aliquotas foram coletadas, fervidas por 10 min para
interromper a reacao, e centrifugadas a 7500 g por 15 min a 4 °C para obter o
sobrenadante. Como controle, a hidrolise convencional foi realizada em banho-maria
nas mesmas condicoes, e aliquotas também foram coletadas ao mesmo tempo
durante a hidrolise. Além disso, a proteina nativa (nao hidrolisada) também fol
avaliada.

A solubilidade dos hidrolisado e da proteina nativa foi determinada em valores
de pH variando de 2,0 a 10,0 com intervalo de 2,0, conforme Magalhaes et al. (2022).
A atividade antioxidante in vitro foi medida por dois ensaios, sendo, atividades de
eliminacao de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2’-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) conforme metodologia descrita por Magalhaes
et al. (2022).

2.6 Desenho experimental e analise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),

com trés repeticoes independentes, e as analises foram realizadas em triplicata para
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cada repeticao de processamento (n = 9). Os resultados foram expressos como meédia
+ desvio padrao. Os parametros de cada modelo matematico (GH« e parametro k)
foram determinados por regressao nao linear usando o software Curve Expert
Professional (versao 2.6.5, Hyams Development, Chattanooga, EUA) em um nivel de
significancia de 95 %. Os dados de AER, solubilidade e atividade antioxidante in vitro
foram analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste post hoc de Tukey para
comparacoes multiplas a 95 % de probabilidade (Statistical Analysis System - SAS
Institute, Cary, NC, EUA; versao 9.2).

3. RESULTADOS

3.1. Atividade da Alcalase® em proteina de grilo preto (Gryllus assimilis) em
diferentes temperaturas

A Figura 2 mostra a atividade da Alcalase® na hidrélise da PGP em pH 7,5 e
diferentes temperaturas. Os resultados mostraram que a atividade maxima (280,4 e
244 1 U.mL™") foi obtida nas temperaturas de 60 °C e 65 °C, respectivamente (p>
0,05), sendo escolhida a temperatura de 60 °C como a ideal para realizar as demais
etapas do trabalho, uma vez que trabalhar em temperaturas menores representa
economia de energia de processos em larga escala. A avaliacao da AER nas
condicOes nao 6timas mostrou que o0 aumento de temperatura para 70 °C causou
abrupta queda de atividade (redugao de 73 % - Figura 2), sugerindo desnaturagao
térmica da enzima, enquanto que a reducao da temperatura resultou em gradativa
diminuicao do AER, atingindo valores similares (p> 0.05) ao observada a 70 °C em

temperatura de 40 °C ou inferiores.
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Figura 2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica relativa (AER) da Alcalase®
em proteina de grilo preto (Gryllus assimilis). As barras verticais representam o desvio
padrao. A condicao de temperatura com maior atividade foi estabelecida como 6tima,
com 100 % da atividade da enzima. A atividade enzimatica relativa (AER) foi calculada
usando a Eq. (1) para todos os outros valores de temperatura. Letras diferentes entre
as amostras indicam diferencas significativas a 5 % de probabilidade pelo teste de

Tukey.

3.2. Efeito do ultrassom na Alcalase® e na proteina de grilo preto (Gryllus
assimilis): Avaliacao da atividade enzimatica

A Figura 3 apresenta a atividade enzimatica relativa medida em condi¢coes
otimas (60 °C / pH 7,5) e usando enzima (AEREg) e PGP (AERs) pré-tratados por US a
25 °C, 40 °C e 60°C por até 180 min. Os resultados mostram que em algumas
condicOes de processamento o ultrassom aplicado sobre enzima (15 e 30 min a 25 °C
e 30 min a 40 °C) ou sobre o substrato (todos os tempos a 40 °C e apés 30 min a 60
°C) foram capazes de aumentar a AER (p< 0,05). No caso da enzima processada, o
maior aumento (59,4 %) foi observado apoés pré-tratamento a 25 °C/ 30 min. Ja para
0 substrato, aumento maximo de 148,5 % foi observado apoés pré-processamento a
40 °C/ 30 min. Estas condi¢oes, portanto, foram estabelecidas como as melhores para
pré-processar enzima e PGP por ultrassom visando aumentar a eficiéncia da hidrolise

do substrato.
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Figura 3. Atividade enzimatica relativa medida a 60 °C/pH 7,50 em proteina de grilo preto (Gryllus assimilis) (PGP) usando Alcalase®
(A, Be C=AERE, Eq. (2)) ou PGP (D, E e F = AERSs, Eq. (2)) pré-tratados por ultrassom por até 180 min em diferentes temperaturas
(25, 40 e 60 °C). Letras diferentes entre a amostra nao processada (0 min) e as amostras processadas em tempos diferentes no
mesmo pH e temperatura indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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3.3. Parametros cinéticos da hidrolise da proteina do grilo preto (Gryllus
assimilis)

Para avaliacao da cinética de hidrolise, o numero de ligacoes peptidicas
clivadas do substrato ao longo do processo foi quantificado pelo grau de hidrdlise
(GH). A Figura 4 mostra as curvas de hidrolise em diferentes temperaturas (25
°C, 40 °C e 60 °C), nas seguintes condicoes de tratamento: (i) hidrolise
convencional com enzima e substrato em suas formas nativas (amostra

controle), (i) hidrolise convencional com Alcalase® pré-tratada por US (25 °C por

30 min), (iii) hidrélise convencional com PGP pré-tratada por US (40 °C por 30
min) e (iv) hidrolise assistida por US. A Tabela 1, por sua vez, apresenta 0s
parametros cinéticos obtidos a partir destas curvas. Os resultados indicam que
esses tratamentos podem aumentar (p< 0,05) os valores das taxas de hidrolises
(até 227 %) e, concomitantemente, proporcionar um acréscimo nos valores de
GHe, GHas min € GH1go min, em relacao ao controle (hidrélise convencional)
(Tabela 1).

Como esperado, foi observado um maior GH= na temperatura 6tima da
enzima (60°C) para todos os tratamentos avaliados (p<0,05) (Tabela 1). Além
disso, a hidrolise convencional apresentou menor GH« quando comparada aos
outros tratamentos (p< 0,05) independente da temperatura avaliada. O maior
GHe constatado foi para a PGP pré-processada por US (30'/40 °C) e hidrolisada
a 60 °C (GH« = 16,6 %), demonstrando um aumento de 52,3 % no GH~ quando

comparado a hidroélise convencional (GH» = 10,9 %).
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Figura 4. Hidrdlise da proteina de grilo preto (PGP) por Alcalase® em diferentes
temperaturas (25 °C, 40 °C, 60 °C) usando Alcalase® pré-tratada com US e PGP
sob condicOes potencializadas ou assistidas por ultrassom. Os pontos sao os
valores experimentais, cada barra vertical representa o desvio padrao para cada
condicao e as curvas (linhas continuas) representam os dados obtidos do

modelo ajustado (Eq. (4)).



Tabela 1. Parametros da EqQ. (4) ajustado para hidrolise de Alcalase® em proteina de grilo preto (PGP) em diferentes temperaturas

de reacao usando Alcalase® pre-tratada com ultrassom e PGP sob condi¢coes potencializadas ou assistidas por ultrassom.

Parametros da Eq. (4)

Hidrolise T (°C) GHas min (%) GH1s0 min (%)
k (min™) GH. (%) R?
Convencional 0,053 = 0,0004a 1,7 £ 0,0Cc 0,943 1,4 £ 0,0Cc 1,9 = 0,0¢c
usando Alcalase® pre-tratada por US (3025 °C) o5 o0 0,038 + 0,00082 3,0+0,08 0,977 2.1 20,05 3,1 + 0,08¢
usando PGP pré-tratada por US (30740 °C) 0,054 = 0,006"° 4,0+0,1% 0,992 3101 4,2 + 0,0/
Reacao assistida por US 0,037 + 0,0008¢ 3,1+0,18¢c 0,963 2,2 +0,1B¢ 3,2 + 0,08¢
Convencional 0,026 + 0,001°¢¢ 4,7+0,1°® 0,985 3,0 £ 0,0°° 4,7 + 0,10
usando Alcalase® pre-tratada por US (30725 °C) S 0,028 = 0,001¢C® 58+0,1¢ 0,991 4,0 = 0,0Cb 5,8 £0,1Cb
usando PGP pre-tratada por US (30'/40 °C) 0,085 + 0,0144a 7,0+0,1% 0,981 6,4 + 0,140 7,5 0,170
Reacao assistida por US 0,039 = 0,0028Bb 6,6 + 0,180 0,988 5,0 £ 0,08 6,6 + 0,2Bb
Convencional 0,039 = 0,0018¢0 10,9+ 0,1%@ 0,997 9,0 £0,1Ca 10,9 = 0,1Ca
usando Alcalase® pré-tratada por US (30'/25 °C) . 0,033 + 0,003¢b 13,1+0,8% 0,994 9,6 + 0,4Ca 12,8 £ 0,78
usando PGP pre-tratada por US (30'/40 °C) 0,047 + 0,0044> 16,6 + 1,04 0,998 15,0 + 0,67 16,7 + 0,942
Reacao assistida por US 0,048 = 0,00542 13,4+058 (0,996 11,2 +0,5Ba 13,7 = 0,582

* Média = desvio padrao de nove replicatas (n = 9). Diferentes letras maiusculas na coluna indicam diferenca (p<0,05) entre os
diferentes tratamentos na mesma temperatura e diferentes letras minusculas na coluna indicam diferenca (p<0,05) entre 0 mesmo
tratamento em diferentes temperaturas. US: ultrassom. k = taxa de reacao de hidrélise (min~') em determinada temperatura. GH= =

Grau final de hidrolise (%). GH4s min e GH1so min = grau de hidrélise aos 45 e 180 min de hidrélise, respectivamente (%).
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3.4 Avaliacao da solubilidade e atividade antioxidante in vitro de
hidrolisados proteicos obtidos da hidrolise enzimatica potencializada por
US da proteina de grilo preto (Gryllus assimilis)

A Figura 5 apresenta a solubilidade em diferentes valores de pH (2, 4, 6,
8 e 10) do hidrolisado da PGP obtidos apos 30, 60 e 180 min de hidrolise
convencional, ou utilizando enzima ou substrato pré-processado por US ou
produzidos durante hidrolise assistida por ultrassom. Os resultados mostram que
a maior porcentagem de proteinas soluveis foi obtida em valores extremos de
pH (93,8 % em pH 2,0 e 98,6 % em pH 10,0) apos 180 min de hidrdlise. Por outro
lado, observa-se menor solubilidade em valores de pH 4 e 6, principalmente na
proteina nativa (13,2 % em pH 4 e 22,6 % em pH 6).

Comparada a hidrolise convencional, a hidrolise usando substrato pré-
processado por US aumentou a solubilidade na maioria das condi¢goes avaliadas,
com um aumento de até 32 % (180 min de hidrolise em pH 10). Nos valores de
pH de menor solubilidade (pH 4 e 6), que sao os valores de pH de interesse
industrial, a hidrolise usando substrato pré-processado € a reagao assistida por
US aumentaram a solubilidade dos hidrolisados (até 21,5 % em pH 4 e 23,7 %
em pH 6) quando comparada a hidrélise convencional. Além disso, em todas as
condicoes avaliadas, nao fol observada menor solubilidade nas amostras

tratadas por US em relagao a hidrolise convencional.
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Figura 5. Solubilidade da proteina (%) de grilo preto (PGP) hidrolisada por 30, 60 e 180 min a 60 °C usando Alcalase® pre-tratada
com US e PGP sob condigoes potencializadas ou assistida por ultrassom. Letras diferentes em cada pH indicam diferencas

significativas entre as amostras (p<0,05).
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A avaliagao da atividade antioxidante in vitro dos hidrolisados e da
proteina nao processada sobre os radicais ABTS e DPPH (Figura 6) mostrou
gue a hidrolise convencional aumentou a capacidade das amostras de eliminar
os radicais DPPH e ABTS em até 2,3 vezes (p < 0,05) em comparagao com a
PGP nao processada (p<0,05). A comparacao entre os diferentes tratamentos
mostrou que o0s hidrolisados obtidos a partir do substrato pré-processado por US
foram aqueles que apresentaram maior atividade antioxidante, indicando que o
processo promoveu um aumento de até 3,3 vezes no ensaio DPPH e 10 vezes
no de ABTS, em comparacao com o0s valores obtidos para a PGP nao
processada (p<0,05). Observa-se que apos 30 min de hidrolise utilizando o
substrato pré-tratado com US apresentou igual ou maior capacidade de eliminar
os radicais DPPH e ABTS comparado com a hidrolise convencional apés 180
min, respectivamente. Esse resultado € interessante e mostra uma aceleracao

de 6 vezes no tempo para geracao dos compostos de interesse.



95

m PGP nativa - Nao hidrolisada m Hidrolise convencional
m Hidrolise usando Alcalase® pré-tratada por US  mHidrdlise usando PGP pré-tratada por US

A mHidrélise assistida por US

d

-
o
1

ab

bc

(v ] e A= h
| I | i
|

Atividade antioxidante (%)

——
-
I

0 min 30 min 60 min 180 min

20 -
15 -

—h
o
]

Atividade an

n
I

0 min 30 min 60 min 180 min

Figura 6. Atividade antioxidante in vitro dos ensaios (A) DPPH e (B) ABTS da
PGP hidrolisada por ate 180 min a 60 °C usando Alcalase® pre-tratada com US
e PGP sob condigoes potencializadas ou assistida por ultrassom. Letras
diferentes para cada ensaio indicam diferencgas significativas entre as amostras
(p<0,05).

4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, ha um interesse crescente em usar produtos derivados
de insetos como ingredientes alimentares para substituir produtos de origem
animal tradicionais e reduzir efeitos ambientais negativos decorrentes da
producao de carne. Além disso, novas tecnologias de processamento, como a
tecnologia de ultrassom, estao sendo utilizadas com o intuito de melhorar o
desempenho tecnologico das proteinas de forma eficiente e sustentavel (Queiroz
et al.,, 2022). Porém, varios parametros de processamento podem afetar a
qualidade e o rendimento do produto. Quando se refere a insetos comestiveis,
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especialmente grilo preto (Gryllus assimilis), ha uma falta de conhecimento sobre
como potencializar essas condicoes de processo para obter produtos com
melhor rendimento e melhores propriedades biologicas e funcionais.

Neste estudo, foi analisado o impacto do ultrassom na atividade
enzimatica quando o US foi aplicado no pré-tratamento da enzima (Alcalase®),
no substrato (PGP) e na reagao assistida. A utilizagao dessa tecnologia
emergente foi uma ferramenta importante para potencializar a reacao e, quando
empregada em condigoes de tempo e temperatura especificas, foi capaz de
promover um aumento da atividade enzimatica. No pré-processamento da
Alcalase®, foi constatado que o melhor tempo e temperatura de processo foi a
25 °C durante 30 min, apresentando um aumento maximo na atividade
enzimatica relativa de 59,4 %. Em paralelo, a utilizagao do US durante 30 min a
40 °C no pre-tratamento do substrato, provocou um aumento maximo de 148,5
% da atividade enzimatica.

O aumento da atividade enzimatica causado pelo pré-processamento da
enzima e do substrato pode ser explicado pelo fato do US ser capaz de provocar
mudancas estruturais na PGP e na Alcalase®. A sonicagcao ocasiona o colapso
das bolhas de cavitacao, gerando grande quantidade de energia capaz de
aumentar instantaneamente a temperatura e a pressao da regiao (Merouani et
al., 2014; Soares et al., 2019). Essa energia pode ser suficiente para induzir
alteracoes na estrutura terciaria e secundaria de proteinas, levando a ativacao
enzimatica devido maior exposicao de locais ativos (Hou et al., 2019; Mehrabani
et al., 2022). Além disso, o US provoca uma diminuicao no tamanho das
particulas, aumentando a transferéncia de massa e a area superficial do
substrato, acelerando a reacao e ampliando a area de superficie acessivel ao
ataque enzimatico (Nitayavardhana et al. 2008; Wang et al., 2018).

Outros estudos também comprovaram que o US é capaz de maximizar a
atividade de outras enzimas. Soares et al. (2020) empregaram o ultrassom (25
kHz, 22 W/L) no pré-tratamento da lipase durante 45 min a 25 °C, e constataram
um aumento de 12% na atividade enzimatica. Yu et al. (2014) observaram
mudancas na conformacao da pepsina, atingindo um aumento de 14% na sua
atividade, utilizando banho ultrassénico (300 W, 40 kHz, 0- 4°C) por 30 min.

Rivero-Pino et al. (2022) corroboraram efeitos positivos na aplicagao do

sonicador tipo sonda (500 W, 20 kHz) no pre-tratamento da farinha de larvas de



57

Tenebrio molitor usada como substrato na hidrolise enzimatica para liberagcao de
peptideos inibidores de a-glicosidase. O pré-tratamento do substrato com US
modificou a estrutura nativa da proteina e reduziu o tamanho da cadeia peptidica,
favorecendo a liberacao de peptideos bioativos durante a hidrolise.

Os resultados da modelagem da cinética de hidrdlise mostraram que o
pré-processamento do substrato por US foi a estratégia que resultou em maior
aumento da taxa de reacao (entre 20,5 e 227 %), sugerindo que o dano estrutural
prévio causado pelo US, com consequente reducao do tamanho da particula
(Kim & Shin, 2022), foi o fator mais importante para aumentar a taxa da reacao,
enquanto as modificagoes estruturais da enzima nao tiveram um efeito positivo
nesta taxa. Por outro lado, a comparacao dos valores dos GH experimentais (45
e 180 min) e GH«= (estabelecido pelo modelo) mostraram que os trés tipos de
intervencao por US estudados (pré-processamento da enzima e do substrato ou
hidrolise assistida) resultaram em maior nivel de hidrolise do que o0 processo
convencional (entre 20 e 52,2 %). Porém, novamente, 0os melhores resultados
foram obtidos para amostra contendo o substrato pré-processado por US,
seguida pela hidrolise assistida. Esse resultado reforca a hipotese de que a
alteraca0 na conformacao do substrato causada previamente ou
concomitantemente com a hidroélise foi o efeito mais relevante para melhoria da
cinética de hidrélise. Tal efeito pode ser explicado pelo desdobramento da
proteina de grilo preto pelo processo de US, melhorando o0 acesso entre enzima
e substrato (Wang et al., 2018), consequentemente proporcionando maior GHe.
Finalmente, a comparacao dos valores de GH para um mesmo processo nas
diferentes temperaturas mostraram que nenhum dos processos aplicados foi
capaz de alterar a temperatura 6tima da enzima visando a obtencao dos
hidrolisados, ainda que o maior valor de k tenha sido observado quando ©
substrato fol pré-processado e a cinética realizada a 40 °C, mostrando que,
apesar do aumento da taxa, a capacidade de hidrolise nesta condicao
permaneceu limitada. Vale ressaltar que, nesse estudo em especifico, obter
condicoes com maior GH é interessante, visto que mais ligacoes sao clivadas,
favorecendo a obtencao de peptideos bioativos.

A solubilidade das proteinas é considerada um dos parametros técnico-
funcionais mais criticos na ciéncia dos alimentos, pois essa propriedade

influencia decisivamente em outras, como emulsificacao, formacao de espuma
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e gelificacao. Verificou-se que a solubilidade da PGP é dependente do pH, da
hidrélise enzimatica, do tempo de hidrélise e da utilizagcao do US, apresentando
maior solubilidade nos valores extremos de pH e tempo mais longo de hidrolise
(180 min). A PGP apresentou menor solubilidade em pH 4, porém, nesse mesmo
pH, o processo de hidrolise foi capaz de aumentar a solubilidade das proteinas,
principalmente quando o substrato foi sonicado e hidrolisado por 180 min. Por
outro lado, observou-se maior solubilidade em pH 10, para todos os tratamentos
analisados.

Esses resultados eram esperados, porque assim como acontece com
outras proteinas, a solubilidade das proteinas de insetos é tipicamente maior na
faixa de pH alcalino. Aléem disso, a hidrolise enzimatica diminui o peso molecular
das proteinas, ocasionando um aumento de entropia e, consequentemente, uma
maior solubilidade (Grossmann & Mcclements, 2022). Frequentemente, observa-
se que um maior grau de hidrdlise se correlaciona com um aumento na
solubilidade, por exemplo, em leguminosas como o grao-de-bico, e também em
proteinas de insetos, como Alphitobius diaperinus (Dent & Maleky, 2022; Leni et
al., 2020).

Resultados semelhantes foram encontrados por Purschke et al. (2018),
onde a solubilidade de hidrolisados da proteina de gafanhotos migratorios
(Locusta migratoria L.) aumentou até 55 % em condigoes alcalinas em
comparacao com a proteina nativa (10-22 %). Hall et al. (2017) analisaram a
solubilidade de hidrolisados proteicos de grilo tropical (Gryllodes sigillatus) em
diferentes pH (3, 7, 8 e 10) e concluiram que 0s hidrolisados apresentaram maior
solubilidade em pH alcalino (50-90 %).

De modo geral, as proteinas de insetos comestiveis apresentam menor
solubilidade no seu ponto isoelétrico, como, na regiao de pH 4 para Tenebrio
molitor e Hermetia illucens (BulRler et al.,, 2016). Porém, a solubilidade das
proteinas é diferente entre as espécies e € amplamente afetada por diversos
processamentos e sua intensidade (Mishyna et al.,, 2021). Nesse estudo, 0s
resultados corroboram com essa afirmativa, visto que, a hidrélise enzimatica e a
utilizacao do US no substrato, na enzima e na reacao assistida influenciaram
significativamente na solubilidade (p<0.05).

Nos ultimos anos, estudos sobre peptideos com atividade antioxidante

tornaram-se um foco de pesquisa. Esses compostos podem ser obtidos de fontes
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dietéticas naturais, sendo o0 seu consumo uma alternativa para a defesa contra
0 estresse oxidativo, permitindo a reducao dos danos causados pelos radicais
livres (Liang et al., 2019). Além dos beneficios a saude, 0os peptideos com
capacidade antioxidante podem prevenir a oxidacao lipidica em alimentos
(Coelho et al., 2019), sendo uma alternativa as substancias sintéticas
comumente usadas, como butilhidroxianisol (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT)
e a terc-butilhidroquinona (TBHQ) (Liu et al., 2012).

Os dados da atividade antioxidante in vitro dos ensaios DPPH e ABTS
demonstraram que as amostras exibiram uma maior atividade de eliminacao do
radical DPPH e ABTS em 180 min de hidrdlise, e o pré-tratamento da enzima,
do substrato e reacao assistida influenciaram positivamente na obtencao de
melhores resultados. Nos dois ensaios, os hidrolisados obtidos a partir da PGP
pré-processada por US apresentaram maior atividade sequestradora do radical
DPPH e ABTS, reforcando a ideia de que o0 maior acesso ao atague enzimatico
permitiu a formacao de peptideos de interesse.

Liu et al. (2017) avaliaram a capacidade antioxidante dos peptideos
obtidos pela hidrélise enzimatica do bicho-da-seda (Bombyx mori), utilizando
Alcalase® e uma protease alcalina (Danisco), e observaram que o hidrolisado
apresentou boa capacidade de eliminar o radical DPPH (275 pmol/g). Zielinska
et al. (2017) investigaram as atividades antioxidantes in vitro de peptideos
obtidos de barata dubia (Blaptica dubia), barata de Madasgacar
(Gromphadorhina portentosa), gafanhoto-migratorio (Locusta migratoria),
tenébrio gigante (Zophobas morio) e grilo (Amphiacusta annulipes), fazendo uso
de a-amilase, pepsina e pancreatina. Dentre os insetos estudados, o grilo
apresentou maior capacidade de eliminar o radical DPPH (19,1 ug.mL™).

A avaliacao geral dos resultados mostra que a hidrolise enzimatica e o US
sao excelentes estratégias para melhorar a atividade antioxidante in vitro e a
solubilidade da proteina de grilo preto. Na reacao assistida, esperava-se obter
peptideos com maior capacidade antioxidante in vitro e melhor solubilidade em
comparagcao com o0s outros tratamentos, visto que a reacao poderia ser
favorecida por alteracoes na enzima e substrato (Wang et al., 2018; Magalhaes
et al. 2022), além do ganho resultante do maior contato entre eles. Porém, os
resultados gerais da atividade antioxidante dos ensaios DPPH e ABTS e

solubilidade, sugerem que a PGP pré-processada por US (30/40 °C) iguala ou
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supera os ganhos obtidos pela hidrolise assistida por US. Diante disso, a
industria interessada em melhorar as propriedades dos hidrolisado pode optar
pelo pré-tratamento do substrato com US (30°/40 °C) e posterior hidrolise a 60
°C durante 180 min ou pela reacao assistida a 60 °C durante 180 min, baseando
a decisao final no tamanho do equipamento, custo de energia e caracteristicas

dos hidrolisados obtidos.

5. CONCLUSAO

Para todas as condigOes avaliadas, a hidrolise enzimatica melhorou a
solubilidade e potencializou a atividade antioxidante in vitro dos hidrolisados,
quando comparado a proteina nao processada. O efeito do ultrassom fol
avaliado pela primeira vez em diferentes condigoes de processo para verificar
seu efeito na Alcalase®, na PGP e na reacao assistida. Nas condi¢coes de pré-
tratamento avaliadas, constatou-se que o US foi mais favoravel no preé-
tratamento da enzima a 25 °C por 30 min (aumento de 59,4 % na atividade) e no
substrato a 40 °C por 30 min (aumento de 148,5 % na atividade) (p< 0,05). A
hidrolise da PGP sob condicoes potencializadas e assistidas por US
proporcionou aumento de até 227 % na taxa de proteolise e até 52,2 % no grau
de hidrdlise final. Para a maioria das condicoes avaliadas, obteve-se melhores
resultados de capacidade antioxidante e solubilidade utilizando PGP pré-
processada por US (30°/40 °C). Por fim, os resultados confirmaram que o US
pode ser uma excelente estratégia para potencializar a geracao de hidrolisados
a partir do grilo preto visando a producao de ingredientes com melhores

propriedades biologicas e funcionais.
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CONCLUSAO GERAL

A proteina de grilo preto € um alimento que possui grande potencial na
producao de peptideos bioativos e técnico-funcionais, devido ao teor de
proteinas com alto valor bioléogico € menor impacto ambiental quando
comparado ao consumo de proteinas animais de fontes tradicionais. Apesar da
hidrélise enzimatica ser o principal método na obtencao de peptideos,
apresentam algumas desvantagens, como longo tempo de processo e baixo
rendimento. Diante disso, suas limitagoes impulsionam 0 uso de tecnologias,
como o ultrassom, visando fornecer melhor rendimento em menor tempo.

Neste estudo, verificou-se que o US aumentou a taxa de protedlise (até
227%) e o grau de hidrolise (até 52,2%), e esses resultados podem estar
relacionados a aceleracao da transferéncia de massa durante a reacao assistida
ou tratamento do substrato por US, além de possiveis alteragoes fisico-quimicas
e estruturais na PGP, resultando no desdobramento da estrutura complexa da
oroteina  em uma matriz mais simples. Além disso, o US influenciou

positivamente no perfil dos hidrolisados, sendo possivel a obtencao de

nidrolisados com melhor capacidade antioxidante (até 47,8% para DPPH e
113,6% para ABTS) e solubilidade (9,7%), em relacao a hidrolise convencional
(sem US). Diante disso, a hidrolise assistida por US ou o pré-tratamento da PGP
pode ser uma estrategia para potencializar o processo de hidrélise, obtendo
peptideos bioativos e técnico-funcionais.

No entanto, mais estudos precisam ser desenvolvidos para elucidar a
associacao dessa tecnologia como pré-tratamento da enzima, substrato e
reacao assistida. Alem disso, € necessario a purificagao dos hidrolisados com
melhor atividade antioxidante e maior solubilidade (PGP pré-processada por US
(30740 °C) e hidrolisado a 60 °C, bem como a reacéao assistida por 180 min a 60
°C) e investigar possiveis alergenicidade dos peptideos produzidos e digestao

gastrointestinal simulada.



