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RESUMO((
!

Resíduos!e!subprodutos!agroindustriais!são!extensivamente!estudados!a!fim!de!se!

reaproveitar!seu!potencial!biológico!e!agregar!valor.!A!fermentação!em!estado!sólido!

(FES)!é!uma!das!formas!de!utilizar!estes!resíduos!e!subprodutos!para!obtenção!de!

enzimas,! como! as! proteases.! Este! trabalho! objetivou! estudar! a! produção! de!

proteases! fúngicas! por! FES! utilizando! farelo! de! soja! e! farinhas! de! banana,!

caracterizar!bioquimicamente!as!proteases!mais!promissoras!e,!por! fim,!aplicar!na!

hidrólise!da!farinha!de!grilo!(Gryllus%assimilis),!avaliando!os!produtos!de!hidrólise.!O!

estudo!da!composição!do!meio!de!cultivo!foi!conduzido!através!de!um!delineamento!

experimental,!o!planejamento!de!misturas,!para!definir!a!proporção!ótima!de!parte!

sólida! dos! substratos! de! fermentação.! Posteriormente,! realizouKse! a! cinética! de!

produção! de! protease! por! FES,! a! caracterização! bioquímica! das! proteases! mais!

promissoras!quanto!ao!pH!e!temperatura!ótimos!de!atuação,!bem!como!a!influência!

de!íons!metálicos!e!LKcisteína!em!diferentes!concentrações.!Por!meio!de!relargagem!

(salting@out),! fezKse! a! purificação! parcial! das! enzimas,! seguida! de! diálise! e!

liofilização,!para!então!serem!aplicadas!na!hidrólise!da! farinha!de!grilo.!O! fator!de!

hidrólise,!a!atividade!antioxidante!e!o!perfil! eletroforético!dos!produtos!de!hidrólise!

foram! avaliados.! O! planejamento! de! misturas! resultou! em! duas! proporções! com!

altas!atividades!proteolíticas,!50!%!de!farelo!de!soja!(FS)!e!50!%!de!farinha!de!casca!

de! banana!madura! (FCBM)! e! um! terço! de! cada! componente! estudado! (farelo! de!

soja,! farinha!de!casca!de!banana!madura!e!farinha!de!banana!verde)!para!os!dois!

microKorganismos! estudados:! Trichoderma% koningii! (INCQS! 40331)! e! Aspergillus%

oryzae! (ATCC! 1003! /! INCQS! 40068).! Foi! possível! obter! um! modelo! quadrático!

apenas!para!o!A.%oryzae,!com!p<0,15.!A!cinética!de!produção!enzimática!em!168!h!

revelou! que! em!48! h! a! atividade!proteolítica! atingiu! o! seu!máximo,! na!mistura! de!

substratos! contendo! 50!%! de! FS! e! 50!%! de! FCBM.! Por! meio! da! caracterização!

bioquímica!foram!definidos!temperatura!ótima!das!proteases!de!40oC!produzidas!por!

ambos!microKorganismos!e!pH!ótimo!de!6,0!para!protease!de!T.%koningii!e!pH!7,0!

para!protease!de!A.%oryzae.!Os!íons!metálicos!e!LKcisteína!não!resultaram!em!efeito!

positivo! na! atividade! proteolítica.! A! análise! dos! sobrenadantes! dos! hidrolisados!

obtidos!por!ação!das!proteases!de!ambos!fungos!revelaram!potencial!antioxidante,!

com! destaque! para! os! hidrolisados! da! protease! de! A.% oryzae,% correspondente! a%

101,09!µM!de!TE.!A!eletroforese!em!gel!dos!hidrolisados!indicou!proteínas!menores!
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que!14,4!kDa,!corroborando!a!ação!hidrolítica!das!proteases!do!A.%oryzae!na!farinha!

de!grilo.!

PalavrasZchaves:! banana,! soja,! proteases! fúngicas,! hidrólise,! farinha! de! grilo,!

antioxidante!

! !
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ABSTRACT(
!

AgroKindustrial! waste! and! byKproducts! are! extensively! studied! aiming! to! add! value!

and! explore! their! full! biological! potential.! Solid! state! fermentation! (SSF)! is! a!

technique!that!use!agroKindustrial!waste!and!byKproducts!and!may!be!used!to!obtain!

enzymes,!such!as!proteases.!This!study!aimed!to!produce!fungal!proteases!by!SSF!

using!soybean!bran!and!banana!flours!as!substrate,!characterize!biochemically!and!

apply!most!promising!proteases!to!hydrolysis!of!cricket!flour!(Gryllus%assimilis),!and!

evaluate! the! hydrolysis! products.! The! composition! of! the! culture! medium! was!

evaluated! through! an! experimental! design! to! define! the! optimal! proportion! of! solid!

part! of! the! fermentation! substrates.!Subsequently,! the!protease!production! kinetics!

were! performed! by! SSF,! the! most! promising! proteases! were! characterized!

biochemically!according!to!the!optimal!pH!and!temperature,!as!well!as!according!to!

the!influence!of!metal!ions!and!LKcysteine!in!different!concentrations.!Proteases!were!

partially!purified!by!saltingKout,! followed!by!dialysis!and!lyophilization!and!applied!in!

hydrolysis!of! the!cricket! flour.!The!hydrolysis! factor,! the!antioxidant!activity!and! the!

electrophoretic!profile!of!the!hydrolysis!products!were!evaluated.!The!mixture!design!

resulted!in!two!combinations!with!high!proteolytic!activities,!50%!soybean!bran!(SB)!

and!50%!ripe!banana!peel!flour!(RBPF)!and!one!third!of!each!component!(soybean!

bran,! ripe! banana! peel! flour! and! green! banana! flour)! for! the! microorganisms!

Trichoderma%koningii% (INCQS!40331)!and!Aspergillus%oryzae! (ATCC!1003! /! INCQS!

40068).!It!was!possible!to!obtain!a!quadratic!model!only!for!A.%oryzae!(p!<0.15).!The!

kinetics! of! proteases! showed! that! after! 48! h! the! proteolytic! activity! reached! its!

maximum! in! the! mixture! of! substrates! containing! 50%! of! SB! and! 50%! of! RBPF.!

Biochemical! characterization! showed! that! the! optimum! temperature! was! 40°C! for!

both!fungi!proteases,!as!well!as!pH!6.0!optimum!for!T.%koningii!protease!and!pH!7.0!

optimum!for!A.%oryzae!protease.!Metal!ions!and!LKcysteine!did!not!result!in!a!positive!

effect! on! proteolytic! activity.! The! analysis! of! hydrolysate! supernatants! obtained! by!

both! fungi! proteases! showed! antioxidant! potential,! with! emphasis! on! the!

hydrolysates! of! A.% oryzae% protease,! corresponding! to! 101.09! µM! of! TE.! Gel!

electrophoresis! of! hydrolysates! indicated! proteins! smaller! than! 14.4! kDa,!

corroborating!the!hydrolytic!action!of!A.%oryzae!proteases!in!cricket!flour.!

Key(words:!banana,!soy,!fungal!proteases,!hydrolysis,!cricket!flour,!antioxidant!
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1.# Introdução#e#Justificativa#
#
Proteases! constituem! uma! classe! de! enzima! comercialmente! importante,! está!

presente! em! diversas! indústrias! como! de! alimentos,! farmacêuticas,! cosméticos,!

couro!e!detergentes!(SINGH!et#al.,!2016).!Também!são!utilizadas!em!biotecnologia!

para! obtenção! de! peptídeos! antioxidantes,! através! da! hidrólise! enzimática! de!

diferentes!proteínas!(ZANUTTORELGUI!et#al.,!2019).!São!produzidas!principalmente!

por! microRorganismos,! embora! possam! também! ser! encontradas! em! plantas! e!

animais.!Respondem!por!mais!de!60!%!do!mercado!global!de!enzimas!e!a!produção!

pelos!microRorganismos!é!mais!atrativa!em!função!da!especificidade!do!substrato!e!

possibilidade! de! manipulação! genética! (CASTROY! SATO,! 2013Y! KALAIYARASI! et#

al.,!2017).!O!estudo!das!características!bioquímicas!das!enzimas!é!importante!pois!

definem! alguns! parâmetros! tais! como,! pH! e! temperatura! ótimos! de! atuação!

enzimática,!possibilitando,!consequentemente,!melhor!escolha!na!sua!aplicação.!

O!processo!pelo!qual!as!proteases!são!produzidas!pelos!microRorganismos!é!a!

fermentação.!Em!especial,!a!fermentação!em!estado!sólido!(FES)!tem!sido!estudada!

amplamente! para! esse! fim,! pois! seu! processo! apresenta! características!

interessantes,!tais!como:!obtenção!de!produtos!em!alta!concentração!e!estabilidade,!

menor! repressão! catabólica,! baixo! volume! de! geração! de! efluentes! e! pode! ser!

conduzida! de! forma! bem! simples! e! com! baixo! custo.! Apesar! disso,! ainda! são!

necessários!estudos!de!produção!que!incluem,!dentre!vários!fatores,!a!maximização!

da!produção!de!metabólitos!(LIMA!et#al.,!2001Y!HÖLKERY!LENZ,!2005Y!SINGHANIA!

et#al.,!2009Y!SOCCOL!et#al.,!2017Y!CASTRO,!A.!et#al.,!2018).!!

Os! substratos! utilizados! como! meio! de! cultivo! para! FES! podem! ser! bem!

variados,! sendo! os! resíduos! agroindustriais! mais! interessantes! economicamente,!

pois!são!constituídos!de!diversos!componentes!orgânicos!e! inorgânicos!que!ainda!

podem!ser!aproveitados! (GUOY!CHANGY!LEE,!2018).!A!soja!e!a!banana!são!duas!

culturas!do!agronegócio!brasileiro!com!bastante!destaque!tanto!pela!quantidade!que!

são!produzidos!quanto!em!relação!aos!resíduos!e/ou!subprodutos!gerados!por!meio!

dessas!culturas!(FAOSTAT,!2017),!os!quais!podem!ser!utilizados!como!substrato!de!

fermentação.!

!

!
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Os! fungos! filamentosos! apresentam! facilidade! para! se! desenvolver! em! FES! e!

habilidade! para! produzir! diversas! enzimas! extracelulares,! as! quais! podem! ser!

facilmente! recuperadas! do! meio! fermentado! e! aplicadas! em! diversos! ramos!

(FLEURI!et#al.,!2013).!O!Aspergillus#oryzae,!por!exemplo,#é!um!fungo!reconhecido!

como!GRAS!(Generally#recognized#as#safe)!pela!US#Food#and#Drug#Administration!

(FDA)! e! bastante! estudado,! principalmente! por! sua! longa! história! de! utilização! na!

indústria! de! alimentos! por! sua! alta! atividade! proteolítica! e! amilolítica! (CASTROY!

SATO,!2013).! Já!o!Trichoderma#koningii,! também! reconhecido!como!GRAS,!é!um!

fungo! conhecido! por! produzir! celulases,! entretanto,! segundo! Manonmani,! Joseph!

(1993)! ele! também! apresentou! habilidade! de! produção! de! protease! alcalina,!

inclusive,!não!há!tantas!pesquisas!na!literatura!em!relação!à!natureza!das!proteases!

deste!fungo.!

O! aumento! da! produção! enzimática! pelos! fungos,! pode! se! dar! por! meio! de!

delineamento! experimental,! a! qual! é! uma! ferramenta! estatística! com! grande!

aplicação!no!estudo!de!efeitos!sinérgicos!ou!antagônicos!entre!os!componentes!de!

um!meio!de! cultura.!O!delineamento!de!misturas,!mais! especificamente,! avalia! as!

proporções! entre! os! substratos! que! irão! compor! o! meio! de! cultivo,! bem! como! a!

interação! entre! os! mesmos! e! os! efeitos! sobre! a! variável! resposta,! podendo! ser!

utilizado!para!aperfeiçoar!processos!(CASTRO,!2015).!!

Neste! contexto,! o! objetivo! deste! trabalho! foi! avaliar! a! produção! de! proteases!

fúngicas! obtidas! a! partir! da! FES! utilizando! farelo! de! soja! e! farinhas! de! banana,!

estudo! da! composição! do! meio! de! cultivo! na! produção! dessas! enzimas! por!

planejamento! experimental,! caracterização! enzimática! e! aplicação! na! hidrólise! da!

farinha!de!grilo,!a!fim!de!se!obter!produtos!com!atividade!antioxidante.!!

! !
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6.! Conclusões!

O! estudo! da! composição! do!meio! de! cultivo! realizado! com!T.# koningii# e!A#

oryzae! revelou! duas! misturas! que! forneceram! maiores! valores! de! atividades!

proteolíticas.!Um!meio!composto!pela!parte!sólida!de!50!%!de!farelo!de!soja!e!50!%!

de! farinha!de!casca!de!banana!madura!e!outro!composto!por!1/3!de!cada!um!dos!

componentes! estudados! (farelo! de! soja,! farinha! de! casca! de! banana! madura! e!

farinha!de!banana!verde).!Entretanto,!somente!com!o!A.#oryzae!foi!possível!obter!um!

modelo!quadrático!que!relaciona!a!atividade!enzimática!e!os!componentes!do!meio!

com!p<0,15.!Nesse!sentido,!o!desejo!de!seguir!o!estudo!com!formulações!próximas!

para!os!dois!microDorganismos,!os!melhores!resultados!para!o!T.#koningii!ocorrerem!

próximo!ao!ensaio!4,!e!a!não!obtenção!de!um!modelo!estatisticamente!válido!para!

este!último!fungo,!optouDse!em!escolher!o!ensaio!4!para!continuidade!dos!estudos.!!

A!cinética!de!produção!enzimática!para!ambos!os!fungos!revelou!que!em!48!

h!a!atividade!enzimática!atingiu!o!máximo,! sendo!que!as!proteases!do!T.# koningii!

decaíram!aproximadamente!87!%!em!relação!à!atividade!em!48!h,!ao!contrário!do!A.#

oryzae,!cujo!valor!ficou!estável!até!144!h!de!fermentação.!!

A! caracterização! bioquímica! das! proteases! mostrou! que! cada! microD

organismo! produziu! um! extrato! enzimático! bruto! com! atividade! proteolítica!

diferentes,!mesmo!este!sendo!obtido!nas!mesmas!condições!de!fermentação.!O!pH!

ótimo!de!atividade!para!o!T.#koningii!foi!de!6,0!e!10,0!e!para!A.#oryzae!7,0,!ambos!

com! temperatura! ótima! de! 40oC.! Íons! metálicos! e! LDcisteína! influenciaram!

negativamente!a!atividade!proteolítica,!nas!concentrações!testadas.!!

A! hidrólise! da! farinha! de! grilo! pelas! proteases! fúngicas! obtidas! da!

fermentação! em! estado! sólido! utilizando! farinha! de! casca! de! banana! madura! e!

farelo!de!soja!resultou!em!possível!hidrólise!das!proteínas!da!farinha!de!grilo,!mas!

não!o!suficiente!para!serem!evidenciadas!nos!experimentos!realizados.!A!farinha!de!

grilo!em!sua! forma!natural!apresentou!atividade!antioxidante.!O!acesso!do!extrato!

enzimático! bruto! às! proteínas! da! farinha! de! grilo! pode! ter! sido! dificultado! pela!

presença!de!alto! teor!de! lipídeos!e!quitina!presente!nesta,!além!do! fato!de!que!as!

partículas!da!farinha!serem!relativamente!grandes!e!não!serem!solúveis!em!água.!

! !
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7.! Sugestões!para!trabalhos!futuros!e!considerações!finais.!

!

Este!trabalho!pode!fornecer!informações!importantes!para!novas!pesquisas,!a!

saber:!

!As!proteases!obtidas!por!fermentação!em!estado!sólido,!no!presente!estudo,!

podem!ser!aplicadas!em!hidrólise!de!outros!substratos.!!

Baseado! nos! resultados! da! cinética! de! produção! sugereDse! realizar! o!

planejamento!de!misturas!em!48!h!de!fermentação.!

A! purificação! das! enzimas! pode! facilitar! a! caracterização! dos! tipos! de!

proteases! produzidas,! embora! a! utilização! no! extrato! bruto! seja! economicamente!

melhor.!

Mutagênese! e!modificação! genética! podem!ser! aplicadas! para!maximizar! a!

produção!das!proteases!do!T.#koningii.!

Parâmetros! de! processo! de! hidrólise! de! proteínas! também! podem! ser!

melhorados,! inclusive! testando! novas! enzimas! ou! até! mesmo! um! coquetel!

enzimático,!considerando!que!a!farinha!se!encontra!em!seu!estado!bruto.!!

Com!a! finalidade!de! se!garantir!maior! segurança!e!qualidade!a! respeito!da!

entomofagia,!outras!bioatividades!dos!hidrolisados!podem!ser!avaliadas,!tais!como:!

citotoxicidade,!potencial!antimicrobiano,!estudos!in#vitro,!entre!outros.!!

! !
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