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RESUMO

Residuos e subprodutos agroindustriais sdo extensivamente estudados a fim de se
reaproveitar seu potencial bioldgico e agregar valor. A fermentagdo em estado soélido
(FES) € uma das formas de utilizar estes residuos e subprodutos para obtengao de
enzimas, como as proteases. Este trabalho objetivou estudar a produgédo de
proteases fungicas por FES utilizando farelo de soja e farinhas de banana,
caracterizar bioquimicamente as proteases mais promissoras e, por fim, aplicar na
hidrélise da farinha de grilo (Gryllus assimilis), avaliando os produtos de hidrolise. O
estudo da composicdo do meio de cultivo foi conduzido através de um delineamento
experimental, o planejamento de misturas, para definir a propor¢gédo 6tima de parte
sélida dos substratos de fermentacdo. Posteriormente, realizou-se a cinética de
producao de protease por FES, a caracterizacdo bioquimica das proteases mais
promissoras quanto ao pH e temperatura 6timos de atuagao, bem como a influéncia
de ions metalicos e L-cisteina em diferentes concentra¢cdes. Por meio de relargagem
(salting-out), fez-se a purificagdo parcial das enzimas, seguida de dialise e
liofilizagdo, para entdo serem aplicadas na hidrolise da farinha de grilo. O fator de
hidrélise, a atividade antioxidante e o perfil eletroforético dos produtos de hidrélise
foram avaliados. O planejamento de misturas resultou em duas propor¢des com
altas atividades proteoliticas, 50 % de farelo de soja (FS) e 50 % de farinha de casca
de banana madura (FCBM) e um tergo de cada componente estudado (farelo de
soja, farinha de casca de banana madura e farinha de banana verde) para os dois
micro-organismos estudados: Trichoderma koningii (INCQS 40331) e Aspergillus
oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068). Foi possivel obter um modelo quadratico
apenas para o A. oryzae, com p<0,15. A cinética de produgdo enzimatica em 168 h
revelou que em 48 h a atividade proteolitica atingiu o seu maximo, na mistura de
substratos contendo 50 % de FS e 50 % de FCBM. Por meio da caracterizacao
bioquimica foram definidos temperatura 6tima das proteases de 40°C produzidas por
ambos micro-organismos e pH 6timo de 6,0 para protease de T. koningii e pH 7,0
para protease de A. oryzae. Os ions metalicos e L-cisteina ndo resultaram em efeito
positivo na atividade proteolitica. A analise dos sobrenadantes dos hidrolisados
obtidos por agédo das proteases de ambos fungos revelaram potencial antioxidante,
com destaque para os hidrolisados da protease de A. oryzae, correspondente a

101,09 uM de TE. A eletroforese em gel dos hidrolisados indicou proteinas menores
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que 14,4 kDa, corroborando a agao hidrolitica das proteases do A. oryzae na farinha
de grilo.
Palavras-chaves: banana, soja, proteases fungicas, hidrolise, farinha de grilo,

antioxidante
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ABSTRACT

Agro-industrial waste and by-products are extensively studied aiming to add value
and explore their full biological potential. Solid state fermentation (SSF) is a
technique that use agro-industrial waste and by-products 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 L-cysteine in different concentrations. Proteases were
partially purified by salting-out, 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 Asperqgillus 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 L-cysteine 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 pM of TE. Gel
electrophoresis of hydrolysates indicated proteins smaller than 14.4 KkDa,
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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PRODUCAO DE PROTEASES E

CARACTERIZACAO

BIOQUIMICA DAS PROTEASES

PURIFICAGAO PARCIAL DAS
PROTEASES E APLICACAO EM
FARINHA DE GRILO

Trichoderma koningii
Aspergillus oryzae

l) SALT SOLUTION

CINETICA

Farinha de banana verde

(NH,),50, e NaH,PO,

(S~ N

“

Farinha de casca
banana madura

Farelo de soja

ap)

)y

Estudo da influéncia do
pH, temperatura, ions e |-
cisteina na atividade
proteolitica dos extratos
de A. oryzae e T. koningii

—

Analises

¥

$

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS PROTEASES

Farinha de grilo (Gryllus assimilis) +
proteases / Paralisagdo 100°C por 10min

Sobrenadante da
farinha hidrolisada

 Z

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Substrato:
Azocaseina
Leitura em 428nm

Cinética de producdo de 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168h

pH (5, 6,7, 8, 9 e 10) e temperatura (20,
30, 35, 37,40, 50,60, 70 e 80°C) e
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Resultados
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que farelo de soja e farinha de casca
de banana madura
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de proteases
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A. oryzae pH 7 e 40° C (6timo)
T. koningiipH 6 e 40° C (6timo)

Apresentou alta atividade proteolitica
apos purificagao parcial e liofilizagao

Os hidrolisados do grilo apresentaram
atividade antioxidante.
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1. Introducgao e Justificativa

Proteases constituem uma classe de enzima comercialmente importante, esta
presente em diversas industrias como de alimentos, farmacéuticas, cosméticos,
couro e detergentes (SINGH et al., 2016). Também s&o utilizadas em biotecnologia
para obtengdo de peptideos antioxidantes, através da hidrélise enzimatica de
diferentes proteinas (ZANUTTO-ELGUI et al., 2019). S&o produzidas principalmente
por micro-organismos, embora possam também ser encontradas em plantas e
animais. Respondem por mais de 60 % do mercado global de enzimas e a produgao
pelos micro-organismos € mais atrativa em funcdo da especificidade do substrato e
possibilidade de manipulagdo genética (CASTRO; SATO, 2013; KALAIYARASI et
al., 2017). O estudo das caracteristicas bioquimicas das enzimas é importante pois
definem alguns parédmetros tais como, pH e temperatura 6timos de atuagao
enzimatica, possibilitando, consequentemente, melhor escolha na sua aplicagao.

O processo pelo qual as proteases sdo produzidas pelos micro-organismos € a
fermentacdo. Em especial, a fermentagdo em estado sélido (FES) tem sido estudada
amplamente para esse fim, pois seu processo apresenta caracteristicas
interessantes, tais como: obtengao de produtos em alta concentragao e estabilidade,
menor repressao catabolica, baixo volume de geracdo de efluentes e pode ser
conduzida de forma bem simples e com baixo custo. Apesar disso, ainda sao
necessarios estudos de producéo que incluem, dentre varios fatores, a maximizacao
da produgdo de metabdlitos (LIMA et al., 2001; HOLKER; LENZ, 2005; SINGHANIA
et al., 2009; SOCCOL et al., 2017; CASTRO, A. et al., 2018).

Os substratos utilizados como meio de cultivo para FES podem ser bem
variados, sendo os residuos agroindustriais mais interessantes economicamente,
pois sdo constituidos de diversos componentes organicos e inorganicos que ainda
podem ser aproveitados (GUO; CHANG; LEE, 2018). A soja e a banana sdo duas
culturas do agronegocio brasileiro com bastante destaque tanto pela quantidade que
séo produzidos quanto em relagdo aos residuos e/ou subprodutos gerados por meio
dessas culturas (FAOSTAT, 2017), os quais podem ser utilizados como substrato de

fermentacao.
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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 Asperqgillus oryzae, por exemplo, € um fungo reconhecido
como GRAS (Generally recognized as safe) pela US Food and Drug Administration
(FDA) e bastante estudado, principalmente por sua longa historia de utilizagdo na
industria de alimentos por sua alta atividade proteolitica e amilolitica (CASTRO;
SATO, 2013). Ja o Trichoderma koningii, também reconhecido como GRAS, é um
fungo conhecido por produzir celulases, entretanto, segundo Manonmani, Joseph
(1993) ele também apresentou habilidade de produgdo de protease alcalina,
inclusive, ndo ha tantas pesquisas na literatura em relagao a natureza das proteases
deste fungo.

O aumento da produgdo enzimatica pelos fungos, pode se dar por meio de
delineamento experimental, a qual € uma ferramenta estatistica com grande
aplicacao no estudo de efeitos sinérgicos ou antagdnicos entre os componentes de
um meio de cultura. O delineamento de misturas, mais especificamente, avalia as
proporgcdes entre os substratos que irdo compor o meio de cultivo, bem como a
interacdo entre os mesmos e os efeitos sobre a variavel resposta, podendo ser
utilizado para aperfeigoar processos (CASTRO, 2015).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de proteases
fungicas obtidas a partir da FES utilizando farelo de soja e farinhas de banana,
estudo da composicdo do meio de cultivo na produgcdo dessas enzimas por
planejamento experimental, caracterizagdo enzimatica e aplicagdo na hidrdlise da

farinha de grilo, a fim de se obter produtos com atividade antioxidante.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Proteases: aspectos gerais, caracterizagao bioquimica e aplicagao

As proteases s&o enzimas que catalisam a quebra de ligagdes peptidicas de
proteinas podendo ter como produtos, polipeptideos, oligopeptideos e aminoacidos
(RAO et al, 1998). Como toda enzima, aumenta a velocidade das reagbes sem
serem consumidas durante o processo. A velocidade de uma reacdo esta
relacionada com a sua energia de ativagao, sendo que as enzimas atuam em baixas
concentracdes e possuem temperatura e pH 6timos de atuacdo, podendo ter sua
atividade regulada por ativadores e inibidores (NELSON; COX, 2014). Assim, a
caracterizagao bioquimica de enzimas € importante, pois nos traz informacdes de
atuacao, classificacdo, bem como o direcionamento para os melhores bioprocessos.

Em funcdo de sua enorme variedade s&o classificadas por trés critérios
principais: tipo de reagao catalisada, estrutura proteica e natureza quimica do sitio
catalitico. Podem também ser divididas por seu local de acdo em endopeptidases
(clivam ligagdes peptidicas no interior da molécula) e exopeptidases (clivam ligagdes
peptidicas nos grupos terminais) (RAO et al., 1998).

Hartley (1960), com base no sitio ativo (mecanismo de acdo) e na
sensibilidade a inibidores, classificou as endopeptidases em quatro grupos:
proteases acidas (asparticas), tiol (cisteina) proteases, serina alcalina proteases e
metaloproteases, cada grupo com diferentes pHs e temperaturas 6timas de atuagéo
(SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006; AGUILAR; SATO, 2018). As
exopeptidases atuam somente em um grupo N-terminal ou C-terminal, desta forma
séo classificadas em aminopeptidases (liberando desde aminoacido até tripeptideo)
e carboxipeptidases (liberando de aminoacido ou dipeptideos), respectivamente.

Proteases ainda podem ser classificadas de acordo com seu pH 6timo de
atuagdo: acida, neutra ou alcalina. (RAO et al., 1998) Proteases alcalinas, por
exemplo, sdo utilizadas principalmente em industrias de detergentes (MANONMANI;
JOSEPH, 1993).

Estudos tém sido conduzidos com proteases visando a caracterizagao
enzimatica. Segundo Rao et al. (1998) o Aspergillus oryzae produz proteases
acidas, neutras e alcalinas. Suas proteases acidas tém pH 6timo entre 4,0 e 4,5; as
proteases neutras sao metaloproteases, apresentam pH 6timo de 7,0 e s&o inibidas
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por agentes quelantes; enquanto que proteases alcalinas (pH 6timo entre 9,0 e 10,0)
agem em proteinas alimentares.

Castro (2012) caracterizou uma protease acida produzida por A. oryzae,
utilizando farelo de trigo como substrato, com faixa de pH 6timo de 5,0-5,5 e faixa de
temperatura ideal entre 55-60°C. O estudo da influéncia de ions indicou que ions
metalicos [MgSQ,, CaClz, NaCl, (NH4).SO4] n&do eram necessarios para a atividade
enzimatica, pois foi inibida pelo EDTA 5 mM. A enzima foi inibida por CuSOy4, KCl e
cisteina (solugbes na concentracdo de 5,0 mM), mantendo 13,98 %, 30,65 % e
46,80 % de sua atividade inicial, respectivamente.

Manonmani, Joseph (1993) purificaram uma protease alcalina de T. koningii
por troca idnica, filtracdo em gel e cromatografia de afinidade. Estudaram suas
caracteristicas bioquimicas, identificando pH e temperatura 6timos de 10,5 e 50°C,
respectivamente. A atividade da enzima aumentou na presenga de FeSOQO,4, CoCly,
CaCly, CuSO4 e MgCl,, todos na concentragado de 1mM.

Triveni, Shamala (1999) selecionaram dentre 10 cepas de fungos aqueles que
lisavam células bacterianas de X. campestris em agar batata dextrose (BDA), a fim
de clarificar goma xantana que estas produzem. O T. koningii foi um dos que
apresentou atividade litica celular mais potente. Os autores verificaram que este
micro-organismo apresentou atividade de protease de 47 U/mL, a qual atribuiram
como a maior responsavel pela lise. Otimizaram a producdo e caracterizaram
bioquimicamente as enzimas, cujos resultados de pH e temperatura 6timos foram
7,0 e 50°C.

Uma vez estudada as caracteristicas bioquimicas de enzimas como
proteases, pode-se escolher a aplicagdo levando em consideracdo os melhores
parametros de atuagao enzimatica.

As proteases podem ser aplicadas em alimentos, farmacos, cosméticos,
couro e detergentes (KREDICS et al., 2005), no entanto, a aplicagdo para a
obtengdo de peptideos bioativos tem crescido (ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).
Nesse sentido surge a oportunidade de utilizar como substrato de hidrdlise das
proteases, farinhas de insetos por varias razbes que estao explicitadas a seguir.

Desde 2003, a FAO vem trabalhando topicos sobre entomofagia, ja prevendo
um aumento da populacao para 2050, o que pressionaria o0 aumento de producéo de
alimentos, escassez de recursos hidricos e terras para pastagens e plantios (FAO,
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2015). A criagéo de insetos apresenta uma vantagem em comparagao com a criagao
de gados e aves relacionada a sustentabilidade, ou seja, apresenta menor impacto
ambiental por ndo requerer tantos recursos de terra e agua; possui baixas emissdes
de gases do efeito estufa e amébnia; e implica em menor poluicdo ambiental. No
entanto, é preciso que toda a infra-estrutura de producado, agdes governamentais e
muita pesquisa, sejam adequadas e suficientes para garantir o desenvolvimento
deste novo setor na economia (VAN HUIS, 2013). Segundo Van Huis (2013) a taxa
de converséo alimentar (kilograma de alimentac&o por kilograma do peso animal) &
bastante interessante, o grilo precisa de menos alimento que o gado para
produzir/adquirir um kilograma do seu peso. Considerando que 80 % do grilo e 40 %
do gado é comestivel, a criagao de grilo passa a ser vantajosa.

Os insetos entdo constituem uma alternativa interessante e inovadora tanto
na alimentacdo animal quanto humana, pois possuem alto teor de proteina e
quantidades significativas de outros nutrientes importantes, tais como lipideos,
acidos graxos benéficos, vitaminas e minerais (CASTRO, R. et al., 2018).

Em relagcédo as proteinas vegetais e de carne, as dos insetos possuem alta
concentracao proteica com elevada qualidade em termos de valor nutricional, nivel
total de proteinas e perfil de aminoacidos (RUMPOLD; SCHLUTER, 2013).

Jayanegara, Yantina, Novandri (2017) realizaram estudos que determinaram
a composi¢cado quimica do grilo de campo jamaicano (Gryllus assimilis). Os dados
apresentados em base seca (%) tem destaque para a quantidade de proteina bruta
de 67,7 %.

Segundo Jozefiak et al. (2016) o grilo (Gryllus assimilis) apresentou todos os
aminoacidos essenciais, sendo que os mais importantes relacionados a atividade
antioxidante s&o histidina (2,1 %), tirosina (4,5 ), triptofano (0,7 %), lisina (5,0 %) e
metionina (1,2 %) (Castro, R. et al., 2018).

Oibiokpa et al. (2017) avaliaram a composicdo centesimal e outros
componentes de diversos insetos. O grilo (Gryllus assimilis) foi um dos insetos
avaliados, obtendo a quantidade de potassio (K) e magnésio (Mg) de
aproximadamente 367,13 e 8,92 mg/100g de grilo, respectivamente, sendo a maior
quantidade de 20,28 % de acido erucico [C22:1(n-9)] e, em segundo lugar, o acido
margarico (C17:0) com 18,04 %. Em relacdo aos antinutrientes, os autores

concluiram que as doses destes sdo geralmente baixas se o inseto for considerado
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para alimentacdo humana.

Em relagdo a seguranga alimentar da entomofagia, Oibiokpa et al. (2018)
concluiram que a alimentagdo a base de insetos € nutritiva e segura. Os autores
avaliaram a qualidade da proteina de quatro diferentes insetos: lagarta de mariposa,
cupim, grilo e gafanhoto, suplementados em ragdes para ratos. Foi constatado que o
grilo (Gryllus assimilis) possui a mais alta qualidade de proteinas em relagdo aos
outros insetos estudados e que a dieta com o grilo reduziu a concentragao sérica de
colesterol LDL. Assim sendo, os insetos s&do fontes promissoras para a producio de
peptideos bioativos utilizando proteases ou complexos multienzimaticos com
atividades de protease.

A utilizacdo de complexos multienzimaticos tem maximizado a hidrolise de
diversos substratos, pois sdo constituidos de diferentes macromoléculas. O estudo
de extratos contendo diversos tipos de enzimas, brutas ou semi-purificadas, torna-se
uma alternativa interessante, pois elas podem agir no substrato de forma sequencial
e coordenada, como se um “exército” fosse necessario para quebrar todos os tipos
de ligacdes existentes no residuo, a fim de se obter unidades menores das
macromoléculas, as quais podem ser facilmente absorvidas e aproveitadas
(PEDERSEN et al., 2015; MANISHA; YADAYV, 2017; GUO; CHANG; LEE, 2018;
YANG et al. 2018), podendo, portanto serem aplicadas para a obtengcdo de
peptideos na hidrélise de insetos.

Ha décadas se incentiva quanto a utilizagdo de produtos da hidrdlise
proteolitica na nutricdo humana e animal, com diversos efeitos benéficos a saude
(RAO et al., 1998; CLEMENTE, 2000; SEGURA-CAMPOS et al., 2013; HOU et al.,
2017), tanto pela diminuicdo dos compostos antinutricionais (MAHAJAN; DUA, 1998)
do substrato, quanto pela agao biolégica que os peptideos podem desempenhar,
como pode ser observado na Tabela 1.



24

Tabela 1. Fontes de proteases, caracteristicas bioquimicas das enzimas, fonte proteica e agao biolégica dos peptideos
resultantes.

pH  Temperatura

Fontes de proteases Stimo  6tima (°C) Fonte proteica Acao biolégica dos peptideos Referéncia
Yarrowia lipolytica N3C
Hanseniaspora uvarum YAO3a
Aureobasidium ':ggfjﬁ:;a) platensis (po de Inibicdo da enzima de conversao da Ma et al
9,0 45 . . angiotensina | (ECA) e atividade ”
pullulans Trachypenaeus curvirostris . 2007
~ antioxidante.
(camarao)
Leite
Caseina
. : : . Antimicrobiana, anti-hipertensivae  Corréa et al.,
Bacillus sp. P7 8,0 45 Caseinato de leite ovino antioxidante. 2011
Alcalase 85 50 Farinha de larva de Tenebrio Inibicdo da enzima de conversdo da Dai et al.,
’ molitor desengordurada angiotensina I. 2013
Alcalase 7,0 : . Segura-
’ 50 Fracéo rica em proteina de chia Anti-hipertensiva e antioxidante. Campos et
Flavourzyme 8,0 al. 2013
Fungos: 6.5 Plasma de sangue de veado Bah et al
FP400 ’ 50 Plasma de sangue de ovelha Atividades antioxidantes. N
2015
FPII Plasma de sangue de porco
Penicillium Lima et al
aurantiogriseum 8,0 25 Colageno bovino Antimicrobiana e antioxidante. 2015 v
URM 4622
, P , Inibicdo da enzima de conversao da
. Proteina miofibrilar e de tecido . ) . Ryder et al.,
Bacillus HT 6,0 45 conjuntivo de carmne angmtgnsma | e atividade 2016
antioxidante.
A. oryzae ATCC1003 . : : - . . Zanutto-Elgui
A. flavipes ATCC1681. 7,0 37 Leite bovino e caprino Antimicrobiana e antioxidante. et al., 2019
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Diversas enzimas

(digestéo ) Insetos comestiveis Antioxidante, anti-hipertensiva e Castro, R. et

gastrointestinal in ) antimicrobiana. al., 2018
vitro e comerciais)
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A Tabela 1 mostra estudos de diferentes fontes de proteinas utilizando
proteases comerciais e/ou obtidas em laboratério, bem como suas aplicacbes e
atividades biolégicas de seus respectivos hidrolisados. Portanto, diferentes
substratos podem ser utilizados para obtencao de hidrolisados bioativos.

Desta forma, o grilo constitui importante fonte de proteinas e a sua hidrolise
por proteases pode gerar produtos com atividades biologicas interessantes. O
estudo deste substrato torna-se valioso, pela questdo de se constituir uma
alternativa inovadora de fonte proteica sustentavel, o que pode ser ainda mais
valorizada pela forma de obtencéo das proteases.

As enzimas, como as proteases, provém de diversas fontes, tais como,
plantas, animais e micro-organismos (Rao ef al., 1998), sendo que desses ultimos a
forma de obtencdo baseia-se, principalmente, pela utilizacdo de processos

fermentativos, comumente denominada de fermentacao.

2.2 Fermentacao como bioprocesso para a obtencdao de proteases:
aspectos gerais, residuos como substrato e planejamento de misturas.

Fermentagbes sdo classificadas em cinco grupos comercialmente
importantes: as que produzem células microbianas (ou biomassa) como o produto;
as que produzem enzimas microbianas; as que produzem metabdlitos microbianos;
as que produzem produtos recombinantes; e as que modificam um composto que é
adicionado na fermentac&o — processo de transformacédo (STANBURY; WHITAKER,;
HALL,1995).

As fermentagcbes podem ser realizadas de duas formas, fermentacao
submersa ou liquida (FL) e fermentagdo em estado solido (FES). Industrialmente a
mais utilizada € a primeira, no entanto, diversos estudos tém mostrado vantagens na
utilizacdo da segunda, tal como a utilizagdo de residuos/subprodutos como
substratos de fermentagdo com reatores e manejo simples, baixo consumo de
energia no processo, baixa geragao de efluentes e altos rendimento e estabilidade
do produto. Vale ressaltar a importancia de se fazer uma boa escolha do micro-
organismo, bem como do substrato da fermentagéo, a fim de que seu bioprocesso
seja efetivo (LIMA et al., 2001; SCHMIDELL et al., 2001; HOLKER; LENZ, 2005;
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BHARGAV et al., 2008; SINGHANIA et al., 2009; MIENDA; IDI, 2011, SOCCOL et
al., 2017).

A FES é o cultivo de micro-organismos em substratos sélidos sem a presenca
de agua circulante, mas com atividade de agua significativa para o seu
desenvolvimento, cujo processo pode ser utilizado para produgcdo de enzimas
(PINTO et al., 2005). Os micro-organismos mais utilizados e adequados para serem
cultivados por esta técnica de fermentagdo s&o os fungos filamentosos, pois esse
bioprocesso mimetiza seu habitat natural (sem agua livre como na FL, ambiente com
bastante umidade e pouca luz) embora bactérias também possam ser utilizadas
(LIMA et al., 2001; ABDULLAH et al., 2018). Este processo de producédo de enzimas

em escala laboratorial pode ser observado na Figura 1.

Inoculagao Reatores com substratos (residuos
“Slants” com > ou pré-indculo ‘ agroindustriais) umedecidos (agua,
micro-organismos / (erlenmeyer) |:> A solugdo nutritiva, solugdo tampao,
indutores)

‘ Fermentac¢ao
Bactérias ou
Adigao de solugao extratora e Extracao Fungos. '
homogeneizagao por lh Temperatura 6tima
‘ e tempo depende
de cada processo.
Sem Filtragao: m Filtracao
Preparado Enzimatico <—— \/
Soélido (PES)

G
) g\
= 3
L =» | Centrifugacio . _— Sobrenadante: fonte
Filtragdo com gaze ou - .J

| T—— , .
algodio ‘ > ao de moléculas com

= w! atividade biologica

Figura 1. Processo de Fermentagdo em Estado Sodlido (FES) para obtengédo de
enzimas. Os micro-organismos sdo conservados em “slants” inclinados, inoculados
de forma estéril em pré-indculo ou diretamente em reatores contendo substrato
umedecido previamente esterilizado. Em seguida os reatores sdo incubados em
temperatura e tempo, dependendo do micro-organismo para realizar a fermentacéo.
A etapa de extragdo das enzimas contempla adicdo de agua ou outro eluente,
homogeneizagéo, filtragdo e centrifugagdo para se obter as moléculas com atividade
biolégica (FLEURI et al., 2013, 2016 adaptado).
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Entre as desvantagens da FES estdao a necessidade de pré-tratamento do
residuo, muitas vezes necessita de reducdo de tamanho das particulas e
padronizacdo da granulometria, inferindo mais etapa de preparagao, tempo de
execugao e, consequentemente, custo; limitagdo quanto aos micro-organismos que
crescem nas condi¢gbes de atividade de agua e contaminagdo por aqueles que sao
habeis em crescer nessas condi¢cdes; informacdes e reatores de maior escala
limitados; dificuldade e necessidade de equipamentos e técnicas especificos e
acurados para a mensuragdo do pH, teor de umidade, oxigénio e biomassa
(PANDEY, 2003; MIENDA; IDI, 2011).

Embora existam muitas dificuldades, a viabilidade e vantagem econémica
precisam ser estudadas. E importante frisar que a questdo ambiental é uma
caracteristica positiva da FES e atende alguns dos 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel da Organizagédo das Nagdes Unidas (ONU, 2019; Figura 2).

6 AGUALIMPAE
SANEAMENTO

] o]

INRAESTRUTURA OBJETIVE:S

DE DESENVOLVIMENTO ——

V " SUSTENTAVEL
/%,

FERMENTAGAOE
ESTADO SOLIDO

|

EDUCAGAO
DE QUALIDADE

15 o=

Figura 2. Fermentagdo em estado sdlido atrelada aos objetivos de desenvolvimento
sustentavel da ONU.

Alguns estudos indicam vantagens da FES para a produgao de proteases.
Belmessikh et al. (2013) realizaram um estudo comparativo entre a aplicagao

dos dois tipos de fermentagao na produgao de protease neutra de Aspergillus oryzae
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NRRL 2220 utilizando bagago de tomate como substrato. A atividade proteolitica
observada em FES foi nove vezes superior que a obtida em FL. Mazotto et al. (2013)
estudaram linhagens de Aspergillus niger mutantes para produgao de queratinases,
um tipo de proteases, tendo como substrato penas de galinha, sendo observada
maior atividade queratinolitica da cepa 3T5B8 por FES (172,7 U/mL, apds 7 dias de
fermentacdo em pH 5,0) sete vezes maior do que em FL.

Novelli, Barros, Fleuri (2016) realizaram um estudo comparativo para
producdo de proteases utilizando dois substratos (farelo de trigo e farelo de soja) e
diversos fungos, tais como: Aspergillus niger (INCQS 40018), A. niger (INCQS
40065), A. flavipes (INCQS 40024), A. brasiliensis (INCQS 40036), A. oryzae
(INCQS 40068), Penicillium roquefortii (INCQS 40074), entre outros. O estudo da
cinética de produgédo de proteases revelou que cada micro-organismo apresentou
tempo de producdo maxima diferenciado, inclusive dependendo do substrato
utilizado. A. oryzae e A. flavipes tiveram destaque na produgdo de protease
utilizando farelo de trigo, cujas atividades alcangcaram seu maximo em torno de 39
U/mL (120 h de fermentacéo) e 37 U/mL (144 h), respectivamente. Em relacédo ao
farelo de soja, os destaques foram para A. flavipes (aproximadamente 32 U/mL em
168 h) e o fungo codificado como 13 (aproximadamente 34 U/mL por 168 h).

Soccol et al. (2017) reforgaram as potencialidades e vantagens da FES
enfatizando a importéncia da escolha do micro-organismo, do substrato/suporte e do
biorreator e chamaram atenc¢ao a viabilidade econdmica, a qual depende de uma
comparagao cuidadosa dos processos de FES e FL.

Desta forma, estudos indicam a FES como promissora para a producdo de
proteases, e isso se deve em maior parte pela possibilidade de utilizagdo de
residuos ou subprodutos agroindustriais como substrato desse tipo de fermentagéao.
Assim sendo, premissas importantes de residuos ou subprodutos agroindustriais
estdo descritas a seguir.

O Brasil é um dos principais produtores e exportadores mundiais de produtos
agricolas com perspectivas de crescimento. Estima-se que em 2030, devido a
crescente demanda asiatica, um tergo dos produtos do agronegdécio comercializados
no mundo sejam brasileiros. Desta forma, grande quantidade de produtos,
subprodutos e residuos agroindustriais sdo gerados e, ao longo da cadeia produtiva,
ocorrem também muitas perdas e desperdicios (FORSTER-CARNEIRO et al., 2013).
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Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, sigla do inglés Food and Agriculture Organization, 2011), atualmente um tergo
dos alimentos é perdido ou desperdigado. Os residuos na agroindustria tém sido
objeto de pesquisas nos ultimos anos como fonte direta e indireta de inumeros
compostos de importancia comercial como, por exemplo, enzimas, acidos organicos,
pigmentos entre outros (FORSTER-CARNEIRO et al, 2013; FLEURI, 2016;
SOCCOL et al., 2017; OKINO-DELGADO et al., 2018; ZANUTTO-ELGUI et al.,
2019).

A utilizagdo dos termos “residuos” e “subprodutos” agroindustriais variam em
diferentes estudos. Segundo a Unido Européia, por meio da diretriz 2008/98/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho de 19 de novembro de 2008, residuo e

subprodutos s&o definidos da seguinte forma:

“Art. 32 — Para efeitos da presente diretriz entende-se por:
1) Residuo: quaisquer substancias ou objetos de que o detentor se
desfaz ou tem a intengao ou obrigagao de se desfazer. “

“Art. 5° - Subprodutos

1) Uma substancia ou objeto resultante de um processo de
producéo cujo principal objetivo ndo seja a produgao desse item,
s6 pode ser considerado um subproduto e ndo um residuo na
acepgdo do ponto 1 do artigo 3.°se estiverem reunidas as
seguintes condicodes:

a) Existir a certeza de posterior utilizagado da substancia ou objeto;

b) A substancia ou objeto poder ser utilizado diretamente, sem
qualquer outro processamento que nd&o seja o da pratica
industrial normal;

c) A substancia ou objeto ser produzido como parte integrante de
um processo de producao; e

d) A posterior utilizagao ser legitima, isto é, a substéncia ou objeto
satisfazer todos os requisitos relevantes do produto em matéria
ambiental e de protecdo da saude para a utilizacdo especifica e
nao acarretar impactos globalmente adversos do ponto de vista
ambiental ou da satide humana. “ (UNIAO EUROPEIA, 2008)

A soja é um importante produto do agronegocio brasileiro ocupando em 2017
a segunda posigdo mundial em produgdo (FAOSTAT, 2017). Tem como principais
produtos e subprodutos, o gréo, o 6leo e o farelo (EMBRAPA, 2019). O farelo, além
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de diversas aplicagdes na agroindustria, € comumente utilizado, como substrato em
processos fermentativos (MACIEL, 2006; NOVELLI et al., 2017) e por possuir grande
quantidade de proteinas (cerca de 43 %) (MENDES et al., 2004), € também utilizado
como ingrediente na alimentagdo animal e humana.

Além do Brasil se destacar na producdo de soja, nosso pais esta entre os
cinco maiores produtores mundiais de banana, sendo consumida principalmente in
natura, enquanto que 3 % ¢é processada. A produ¢cdo mundial de bananas em 2017
chegou a 113,9 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2017), sendo que o0s maiores
produtores sdo o continente asiatico (54,18 %), americano (26,33 %) e o africano
(17,57 %). A india é o maior produtor mundial de banana, seguida da China,
Indonésia e Brasil.

Assim como o farelo de soja, o cultivo da banana também gera residuos e
subprodutos resultantes do seu processamento. Segundo alguns autores, seus
residuos constituem do pseudocaule, rizoma, folhas, caule de frutos e cascas.
Alguns subprodutos da cultura da banana sao: farinhas de banana verde e de casca
da banana, as quais podem ser utilizadas em receitas de culinaria; e folhas da
bananeira, que também se tornaram subproduto a medida que substituem algumas
embalagens de isopor (BEZERRA et al., 2013; REBELLO et al., 2014; MEBRATIE et
al., 2016). Tanto os residuos como os subprodutos podem ser utilizados em
fermentacdo para a conversdo de compostos de interesse como enzimas e outros
compostos bioativos (REDDY et al. 2003; PADAM; TIN; CHYE, 2014).

Em 2015, Pappu et al. estimaram a geragdo mundial de cerca de 288 milhdes
de toneladas de residuos de bananas como casca, folhas e caules.
Aproximadamente 35 % da banana é casca (VU; SCARLETT; VUONG, 2018),
considerando também os outros residuos do plantio, a propor¢cdo destes sao
maiores que o fruto em si. Estes residuos s&o fontes, majoritariamente, de
moléculas de celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e outras fibras
(SOCCOL et al., 2017).

Os constituintes dos residuos e subprodutos da agroindustria fazem deles
promissores para a producdo de enzimas por FES, principalmente pelos
macronutrientes, tais como, oligossacarideos, celulose, amido, proteinas e lipideos.
Em algumas situagbes, € necessaria a suplementacdo no substrato de alguns

minerais para obter um crescimento 6timo (SOCCOL et al., 2017). A composigao
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quimica dos substratos, que sao adicionados ou que estdo presentes naturalmente
no meio de cultivo, pode atuar como nutriente e/ou indutora para a producido de
enzimas microbianas (CASTRO; NISHIDE; SATO, 2014).

Em relagdo a composigdo centesimal do farelo de soja, farinha de banana
verde e farinha de casca de banana madura, podemos destacar os macronutrientes
(em aproximadamente): 43,1 % de proteina bruta no farelo de soja (MENDES et al.,
2004); 68,6 % de amido total na farinha de banana verde (LIAO; HUNG, 2015); e
60,6 % de carboidratos na farinha de casca de banana madura (FLORENCIO et al.,
2011). Vale ressaltar também que nesses residuos/subprodutos contém
micronutrientes (potassio, magnésio, sédio, entre outros) importantes para o
metabolismo celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Levando em consideragédo que residuos e subprodutos da soja e banana sao
promissores para FES e que a partir dessa fermentagao pode-se obter proteases, o
planejamento de misturas pode constituir uma estratégia interessante para aumentar
o rendimento do produto alvo. O planejamento de misturas permite a utilizagdo de
substratos com diferentes composicbes para a maximizacdo da producdo de
enzimas e outras biomoléculas. Essa ferramenta € uma classe especial de
planejamento de superficie de resposta onde se estuda as proporgdes relativas dos
componentes (ingredientes) da mistura e ndo da quantidade total (RAO; BARAL,
2011; CASTRO, 2015).

Alguns estudos descrevem a maior obtengdo de enzimas utilizando essa
ferramenta. Sathish et al. (2008) estudaram a produgéo de glutaminase por Bacillus
sp. em fermentagdo em estado sélido utilizando planejamento de misturas com trés
substratos; farelo de trigo, fibra de semente de palma e casca de grdo-de-bico. O
estudo concluiu que a casca de grao-de-bico é o substrato mais adequado para
producdo de glutaminase por Bacillus sp. A maxima produgdo enzimatica (3300
U/gds) se deu numa mistura na propor¢ao de 66:34 (m:m) de casca de grao-de-bico
e farelo de trigo, respectivamente.

Ohara et al. (2018) verificaram que a mistura ternaria de farelo de soja, farelo
de trigo e farelo de algodao na proporgao de (1:1:1, em massa) foi a mais versatil
quanto a producéo de carboximetilcelulase (> 5 U/g) e a-amilase (> 8 U/g) apos 24 h
de fermentacgéo, lipase (> 320 U/g) ap6s 72 h e B-glucosidase (> 10 U/g) apods 48 h,
utilizando FES e o fungo A. niger LBAOZ2.
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Castro et al. (2015) reportaram atividades proteoliticas acima de 260U/g em,
pelo menos, trés diferentes formulagdes de substratos de fermentagdo, envolvendo
a mistura de farelo de trigo, farelo de soja, farelo de algod&o e casca de laranja, por
A. niger LBA 02, por meio do planejamento de misturas. Os aumentos na produgéo
de proteases das misturas variaram de 7,6 % a 581,7 % em relagdo aos substratos
individuais. Neste estudo foi comprovada a versatilidade e a eficiéncia do
planejamento de mistura como uma ferramenta para otimizar meios de cultivo para
fermentacao em estado solido maximizando a producao de proteases.

Assim, por meio dessa revisao, ressaltamos a importancia das proteases do
ponto de vista exploratério quanto sua producdo sustentavel e caracterizacao

enzimatica associada a aplicacéo para a obtencao de peptideos bioativos.
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3. Objetivos

3.1  Objetivo geral
Produgdo de proteases por fermentacdo em estado soélido a partir de
subprodutos agroindustriais utilizando planejamento de misturas, caracterizagao

enzimatica e aplicacdo em farinha de grilo para obtenc&o de peptideos bioativos.

3.2 Objetivos especificos

* Produzir de proteases em subprodutos da soja e da banana por fermentacéo
em estado sdlido (FES);

* Estudar a composigdo de meio de cultivo (utilizando farelo de soja, farinha de
banana verde e farinha de casca de banana madura), utilizando planejamento
de misturas para obtenc¢ao de proteases fungicas por FES;

* Avaliar a cinética de produgao de proteases para o meio selecionado;

* Realizar a caracterizagcdo bioquimica dos extratos enzimaticos de proteases
selecionados em relacdo ao pH e temperatura 6timos de atividade e a
influéncia de ions metalicos e cisteina na atividade catalitica;

* Aplicar os melhores extratos enzimaticos obtidos na hidrolise da farinha de
grilo (Gryllus assimilis) verificando o fator de hidrolise, a atividade antioxidante

e o perfil eletroforético dos hidrolisados.

4. Materiais e métodos

4.1 Culturas fungicas e substratos da FES
Os fungos filamentosos foram obtidos da Fundagdo Oswaldo Cruz e estdo
regularizados quanto ao acesso ao Patriménio Genético sob o n. A3B348F na
plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético (SISGEN),
conforme preconizado pela Lei da Biodiversidade brasileira (n. 13.123/15).
a) Trichoderma koningii (INCQS 40331);
b) Aspergillus oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068).

As linhagens, reconhecidas como GRAS (Generally recognized as safe),
foram cultivadas a 30°C por 120 h e mantidas em “slants” de agar batata dextrose
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(BDA) sob camada de vaselina esterilizada, mantidos a 5°C, sendo repicados a cada
6 meses de armazenamento (FIGUEIRA et al., 2011).

O farelo de soja (FS), farinha de banana verde (FBV) e o farelo de trigo foram
adquiridos em comércio local. A farinha de casca de banana madura (FCBM) foi
produzida no Laboratério de Alimentos do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia de Sdo Paulo - Campus Avaré. As cascas de banana madura foram
primeiramente secas em estufa com circulagdo de ar (Marconi, Brasil) por 96 h a
50°C. Apo6s secagem, o material foi reduzido em moinho de facas com rotor vertical
4x4 (Matoli, Brasil). Utilizou-se de peneiras granulométricas (8, 16, 30, 50 mesh) (A
Bronzinox, Brasil) apenas para padronizagdo dos tamanhos das particulas da
farinha, aproveitou-se a fragao que passou pela peneira de 16 mesh e ficou retida na
peneira de 30 mesh (ASTM).

4.2 Pré-inéculo

O pré-inéculo foi preparado, para os dois fungos estudados, em farelo de trigo
umedecido (1:1, m/m) com solug&o de sais [NaH2PO4 1,7 % (m/v) e (NH4)2SO4 2 %
(m/v)]. Nove gramas da mistura foram adicionados em Erlenmeyer de 125 mL, os
quais foram autoclavados a 121°C por 15 min a 1 atm. Os fungos foram inoculados
pelo método de algcada e incubados em estufa a 30°C por 168 h. Posteriormente,
realizou-se a extragdo de esporos adicionando-se 50 mL de agua destilada estéril,
sendo a mistura submetida a agitacdo em shaker a 100 rpm por 30 min. Apds,
filtrou-se em gaze estéril e o filtrado padronizado (10" esporos/mL) foi utilizado para
as fermentagdes (CASTRO, 2015).

4.3 Estudo da Composicao do Meio de Cultivo

O estudo da composicdo do meio de cultivo visando a maior producido de
protease foi realizado por meio de um delineamento de mistura simplex-centroide.
Os subprodutos utilizados para a fermentacdo, que constituem as variaveis
independentes, foram farelo de soja (FS), farinha de casca de banana madura
(FCBM) e farinha de banana verde (FBV). A Tabela 2 apresenta a matriz do
delineamento de misturas, indicando as variaveis independentes codificadas e os
respectivos valores reais. A variavel dependente avaliada foi a atividade enzimatica

de protease.
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Tabela 2. Matriz do delineamento experimental dos substratos para os dois fungos
estudados.

Ensaios Valores Codificados Valores Reais (g)
FS FCBM FBV FS FCBM \ FBV
E1 1 0 0 9 0 0
E2 0 1 0 0 9 0
E3 0 0 1 0 0 9
E4 V2 Va 0 4,5 4,5 0
E5 V2 0 Va 4,5 0 4,5
E6 0 Va Va 0 4,5 4,5
E7 1/3 1/3 1/3 3 3 3

FS: farelo de soja; FCBM: farinha de casca de banana madura; FBV: farinha de
banana verde.

A representacado da variagao das atividades de protease, usando diferentes

substratos, € mostrada em graficos de contorno de mistura, conforme a Figura 3.

E3 (FBV)

E5
(FS+FBV)

E6
(FCBM+FBV)

@
E7 (FS+FCBM+FBV)

O

E1 (FS) E4 (FS+FCBM) E2 (FCBM)

Figura 3. Representagdo das curvas de nivel da superficie de resposta do
delineamento experimental com sete ensaios (E1 a E7) utilizando trés substratos, FS
(farelo de soja), FCBM (farinha de casca de banana madura) e FBV (farinha de
banana verde). Cada fator (componente puro) €& representado nos vértices do
tridngulo equilatero; cada ponto dentro deste triGngulo se refere a uma proporgéo
diferente destes trés fatores, sendo que a somatdria das proporgbes sera sempre
100 %. Os pontos nos lados do triangulo representam suas misturas binarias. O
centro do triangulo € a mistura dos trés ingredientes em iguais proporgbes (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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As fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo a proporgado de 1:1 (m/m) de mistura de substratos e solugdo de sais
[NaH2PO4 1,7 % (m/v) e (NH4)2S042 % (m/v)] e esterilizados em autoclave a 121°C
por 15 min e 1 atm. Os frascos foram inoculados com solucdo de esporos dos
fungos de interesse (T. koningii e A. oryzae) na concentracdo de 10’ esporos/mL e
incubados a 30°C por 168 h. Apos o periodo de fermentacdo, foi realizada a
extracdo das enzimas extracelulares de acordo com o item 4.4.

O modelo proposto para maximizar a produgdo enzimatica foi validado,

realizando-se trés fermentag¢des no ponto onde a produgao enzimatica foi maior.

4.4 Extragao das enzimas extracelulares.

A extracdo das enzimas extracelulares foi realizada adicionando-se 50 mL de
agua destilada aos meios de cultivo, o qual foi homogeneizado com bastao de vidro
e permaneceu sob agitacdo em shaker a 100 rpm por 60 min a 25°C. O extrato foi
entdo filtrado em algodao estéril para remocgéo de solidos e esporos. O filtrado foi,
posteriormente, centrifugado a 4°C, 8.400 rpm por 30 min em aparelho Hettich
modelo 320R (Hettich, Tuttligen, Alemanha). O sobrenadante foi denominado de
extrato enzimatico bruto (EEB), o qual foi mantido a -18°C até o momento da analise
enzimatica (FIGUEIRA et al., 2011, adaptado).

4.5 Determinacao da atividade enzimatica de protease

A atividade da protease foi medida usando a azocaseina como substrato
(CHARNEY; TOMARELLI, 1947 adaptado). A mistura reacional contendo 0,5 mL de
azocaseina a 0,5 % (m/v) em tampéao fosfato de sodio pH 7,0 (0,1 M) e 0,5 mL da
solugdo do EEB, foi incubada durante 40 min a 37°C. A reacgdo foi paralisada
adicionando 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10 % (m/v). Centrifugou-se os
eppendorfs a 6.000 rpm por 15 min a 15°C em aparelho Hettich modelo 200R
(Hettich, Tuttligen, Alemanha). Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi
neutralizada com 1,0 mL de KOH 5,0 M. Uma unidade de atividade enzimatica (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia
a 428 nm em 0,01 nas condi¢gdes de ensaio descritas. O espectrofotdmetro utilizado
foi da Thermo Scientific modelo Genesys 10S (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
USA). As atividades enzimaticas foram expressas em U/g de substrato fermentado.
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4.6 Determinacao da concentragao de proteinas

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) foi utilizado para a determinacéo
de proteinas dos EEBs e da enzima liofilizada; enquanto o de Lowry (LOWRY et
al.,1951) para a quantificacdo nos extratos da hidrolise. Segundo Zaia, Zaia e Lichtig
(1998), diversos fatores devem ser analisados antes da escolha de uma metodologia
para determinacao de proteinas totais, em especial a natureza dos constituintes da
amostra e suas concentracdes aproximadas. Neste sentido, dois métodos foram

utilizados para determinacéo de proteinas ao longo do estudo.

4.7 Cinética de producao da protease

Ap0Gs o planejamento de misturas, o ensaio de cada micro-organismo com as
maiores atividades de protease foi escolhido para a cinética enzimatica.

As fermentagbes foram realizadas de acordo com o item 4.3, no entanto
apenas com a mistura de substratos do ensaio selecionado, retirando as amostras
nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h. A extracdo das enzimas foi realizada
de acordo com o item 4.4. e, posteriormente, determinou-se a atividade de protease,
em triplicata, de todos os EEBs.

4.8 Caracterizagao bioquimica enzimatica

A partir dos dados da cinética, um EEB de cada fungo, no tempo de
fermentagcdo com maior atividade de protease, foi escolhido para a realizacdo do
estudo de pH e temperatura étimos e influéncia de ions metalicos e L-cisteina na
atividade enzimatica.

4.8.1 Influéncia do pH e temperatura na atividade enzimatica

No estudo da influéncia do pH na atividade das proteases foram utilizados
diferentes tampdes na medi¢cdo da atividade enzimatica, a saber: acetato 0,1M pH
5,0; fosfato de sédio 0,1M pH 6,0 a 8,0; borax-acido bérico 0,1M pH 9,0 e 10,0. No
estudo da influéncia da temperatura na atividade das proteases fixou-se o pH 6timo
de cada enzima e variou-se a faixa de temperatura (de 20 a 80°C) na medigdo da
atividade enzimatica (NOVELLI, 2015).

4.8.2 Efeito de ions metalicos e L-cisteina na atividade proteolitica

Para avaliar os efeitos de ions metalicos na atividade enzimatica, diferentes
ions foram utilizados, a saber: MgCl,, BaCly, ZnCl,, KCI, CuSO4 e CaCl; e L-cisteina
nas concentragées de 10,0 mM, 1,0 mM e 0,1mM para cada substancia. As
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atividades enzimaticas foram determinadas utilizando pH e temperatura 6timos
previamente determinados, seguindo a metodologia descrita no item 4.5 (CASTRO,
2012 adaptado).

4.9 Hidrdlise da farinha de grilo

4.9.1 Purificagao parcial e concentracdo do EEB.

Os EEBs dos dois micro-organismos foram purificados parcialmente pelo
método de relargagem (salting-out). Neste método, primeiramente, fez-se a
precipitacdo de proteinas com a adi¢do de sulfato de aménio a 80 % de saturagéo
(NELSON; COX, 2014). Posteriormente, fez-se a centrifugacéo (8.400 rpm por 15
min a 5° C). Os precipitados foram ressuspendidos em solugédo tampo no pH 6timo
de cada protease, obtido no item 4.8.1. e dialisados através de membrana de dialise
celuldsica (47 mm, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e agua destilada refrigerada. A
dialise ocorreu por 24 h com trocas de agua a cada 2 h. Apos dialise, os extratos
foram congelados e liofilizados a -90° C por 96 h em liofilizador SP Scientific modelo
Virtis Benchtop6K-flexivel (SP Scientific®, USA) (ZANUTTO-ELGUI, 2019) e
denominados de extrato de protease semi-purificada e liofilizada. Realizou-se a
determinacao de atividade proteolitica da enzima liofilizada conforme item 4.5, bem
como a determinagéo de proteinas totais como descrito por Bradford (BRADFORD,
1976).

4.9.2 Hidrdlise da farinha de grilo

Amostras de grilo-preto (Gryllus assimilis) abatidas e congeladas foram
gentilmente cedidas pela empresa Agrin Criacdo e Comércio de Insetos Ltda (Avare,
Sao Paulo). Os grilos foram liofilizados e reduzidos em multiprocessador doméstico
até adquirir aspecto de farinha, com particulas o mais reduzido possivel para facilitar
0 acesso da enzima ao substrato.

N&o encontramos na literatura estudos de hidrolise de farinha de grilo bruta,
desta forma, baseado em estudos de hidrolise de proteinas (LIMA, 2015; CASTRO,
2015) foi delineado o processo a seguir. Preparou-se uma suspensao de farinha de
grilo (100 mg/mL) em solug&o tamp&o no pH 6timo da enzima, conforme definido no
item 4.8.1 e a ele foi adicionado o extrato enzimatico liofilizado (200 U/g de farinha).
A hidrolise ocorreu sob agitagdo de 150 rpm durante 3 h, incubada na temperatura
otima da enzima, conforme determinado no item 4.8.1. Aliquotas de 10,0 mL foram
retiradas nos tempos 0, 1, 2 e 3 h. As aliquotas e o volume reacional final de
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sobrenadante na terceira hora de hidrolise foram centrifugados a 8.400 rpm na
temperatura de 5°C por 20 min. As reagbes de hidrolise foram paralisadas por
tratamento térmico em banho em ebulicdo por 10 min. Os sobrenadantes dos
controles e das amostras (SC0O, SC1, SC2, SC3, SA0, SA1, SA2 e SA3) foram
congelados para posterior analise de antioxidantes e determinagcdo de proteinas
totais por Lowry et al. (1951, adaptado).

A Figura 4 mostra um resumo do procedimento de hidrélise, bem como as

amostras retiradas e respectivas analises.

Banho com agitacédo

(T e pH 6timos de

Farinha de Grilo Farinha de Grilo

(100 mg/mL) eﬁzxf;f’ci) (100 mg/mL)
+ »
(C) .
Controle Enzima Amostra
(200 U/g farinha)
_ Amostras do (A)
: gaPaC,'é’ade sobrenadante
gtIOXI’ ante (0’ 1.2e3hde

* Proteinas . ~

totais incubagao)

(0,1,2e3hde | « Proteinas
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Figura 4. Procedimento de hidrdlise da farinha de grilo por proteases fungicas,
fragcbes obtidas e analises bioquimica realizadas. A amostras analisadas foram dos
sobrenadantes do controle (SCO, SC1, SC2 e SC3) e das amostras com enzima
(SAO, SA1, SA2 e SA3) nos tempos de 0 a 3 h; das fragbes sélidas da farinha
tratada sem enzima (FTC) e da farinha hidrolisada (FHA) e seus respectivos extratos
de compostos antioxidantes da farinha tratada sem enzima (AOXC) e da farinha
hidrolisada (AOXA).

4.9.3 Fator de hidrdlise da farinha de grilo

O fator de hidrélise da farinha de grilo foi determinado quantificando-se as
proteinas totais por Lowry et al. (1951, adaptado) das amostras dos sobrenadantes
retirados nos tempos 0, 1, 2 e 3 h (SAO, SA1, SA2 e SA3).
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Desta proteina total das amostras foi subtraido a concentragdo de proteina
total do controle sem enzima (SCO, SC1, SC2 e SC3) e também de proteina da

prépria enzima. O fator de hidrodlise foi calculado conforme Equacéo 1.

FH = Proteina amostra — proteina controle — proteina enzima
(Equacéao 1)

Os resultados foram expressos em mg de proteina/mL do volume reacional.

4.9.4 Atividade Antioxidante

Os sobrenadantes das amostras retiradas ao longo de 3 h de hidrélise foram
analisados diretamente (SAO, SA1, SA2 e SA3), bem como os sobrenadantes do
controle sem enzima (SCO, SC1, SC2 e SC3). Porém, as amostras solidas, farinha
tratada sem enzima e farinha hidrolisada com enzima (FTC e FHA, respectivamente)
passaram previamente por processo de extragao, conforme descrito a seguir.

Utilizou-se 0,5 g de farinha e acrescentou-se 10,0 mL de etanol 99,8 % para
ser submetido a 16 min em ultrassom Cristéfoli 42 KHz e, posterior, centrifugacao a
3.600 rpm por 10 min a 25° C. O sobrenadante destas amostras solidas foram
utilizados na analise de atividade antioxidante, os quais foram denominados de
extrato de compostos antioxidantes da farinha tratada e hidrolisada (AOXC e AOXA,
respectivamente). As enzimas liofilizadas também foram analisadas para saber sua
capacidade antioxidante.

A atividade antioxidante foi avaliada pela quantificagao da redugao do radical
sintético 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme proposto por Blois (1958) com
adaptacdes.

Aliqguotas de 500 uL das amostras (SCs, SAs, AOXC e AOXA) foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 3,0 mL de etanol 99,8 % e 300 uL de
solugdo de DPPH (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) a 0,2 mg/mL etanol 99,8 %. A
mistura foi homogeneizada e mantida por 1 h no escuro a temperatura ambiente,
posteriormente, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro UV-
visivel Bel Photonics UV-M51 a 517nm. O branco foi preparado com etanol 99,8 %

no lugar das amostras.

Os resultados foram expressos em Trolox Equivalente (TE) (uM de TE),
sendo que quanto maior o valor de TE, maior a capacidade antioxidante. Para isso,
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foi realizada uma curva de calibragdo com solugdes em concentragcées de 0 a 100
MM de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico, Sigma
Aldrich®, St Louis, EUA).

4.9.5 Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das proteinas das fragcdes sdlida e

sobrenadantes apdos 3 h de hidrdlise.

Para a realizagédo da eletroforese, seguindo metodologia de Laemmli (1970,
adaptado), foi utilizado gel de poliacrilamida pré-preparado de 10 % (m:v) (Mini-
PROTEAN® TGX™, BioRad). As amostras analisadas com esta técnica foram as
farinhas de grilo in natura, farinha tratada e farinha hidrolisada (C, FTC FHA,
respectivamente) e os sobrenadantes (SC3 e SA3) resultantes do processo de
hidrélise apos 3 h. Para tanto, preparou-se uma solugcdo de 0,4 % de proteina de
cada amostra, tampao da amostra, o qual foi preparado misturando-se 3,4 mL de
agua destilada, 1,0 mL de solug¢do tampéao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 1,6 mL de glicerol,
1,6 mL de solugdo 10 % de dodecil sulfato de sédio (SDS), 0,4 mL de [-
mercaptoetanol e 0,1 % de azul de bromofenol. Agitou-se levemente as amostras e
estas foram aquecidas a 95°C por 4 min. Posteriormente, fez um resfriamento, e 10
ML das amostras e 5 puL dos padrdes foram injetados nos pogos do gel e apds 5 min
de repouso, foi aplicada corrente elétrica de 120V. A corrida foi conduzida até que a
marcagao atingisse a base da placa de gel. O tamp&o de corrida utilizado foi o tris-
glicina-SDS pH 8,3, preparado misturando- se 15 g de Tris-base, 72 g de glicina e 5
g de SDS em 900 mL de agua destilada. O volume foi completado para 1.000 mL
com agua destilada. Para o desenvolvimento da eletroforese o tamp&o foi diluido
com agua destilada na proporcao de 1:4 (v:v).

Os padrdées de massas moleculares utilizados foram: fosforilase b (94 kDa),
albumina sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbénica (30
kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e a- lactoalbumina (14,4 kDa)
(Pharmacia®, Uppsala, Suécia). Apés o término da corrida, as proteinas foram
coradas com Coomassie Blue (Bio-Safe Coomassie Stain, 161-0787EDU, BioRad).
Foi feita a descoloragdo do gel utilizando solu¢do de acido acético (10 %), metanol
(30 %) e agua (60 %).
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410 Calculos e Estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram
representados como média + desvio padréo (DP), com exceg¢do das fermentagdes
da cinética que foram feitas em duplicatas. Os dados foram tratados utilizando o
software RStudio, analise de varidncia e médias para teste de Tukey. Quando
p<0,05 as diferengas foram consideradas significativas. O delineamento de misturas
foi analisado pelo software Statistica 7.0 (StatSoft, USA, 2004).
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5. Resultados e Discussoes
5.1 Estudo da Composicao do Meio de Cultivo para Produgao de
Proteases

Os resultados para atividade de protease obtida nos ensaios do planejamento
de misturas (E1 a E7), com 168 h de fermentacéo, estdo apresentados nas Figuras
5a e 5b. Apos o tempo de fermentagédo (168 h), as atividades de proteases dos
EEBs (extratos enzimaticos brutos) obtidas nas condi¢ées dos ensaios E4 (FS e
FCBM) e E7 (FS,FCBM e FBV) para o T. koningii foram de 88,74+5,42 U/g e
96,51+3,88 U/g e para o A. oryzae foram de 103,33+7,15 U/g e 82,76+1,27 U/qg,
respectivamente. Nao houve diferenga significativa, com 95 % de confianga, entre os
ensaios citados de cada micro-organismo. No E2, observou-se diferencga
estatisticamente significativa entre os micro-organismos, o0 mesmo ocorre no ES.
Nestes ensaios (E2 e ES5) podemos observar o quanto o meio influenciou
negativamente a atividade do T. koningii.

Foi analisado, também, pelo teste de Tukey (p<0,05) a variavel resposta
(atividade proteolitica) de todos os dados dos ensaios dos dois micro-organismos,
afim de verificar se os dois fungos se comportaram da mesma forma em relagédo aos
substratos avaliados. Como a dispersao dos dados da atividade de protease do T.
koningii foi maior, a analise de todos os dados do planejamento dos dois micro-
organismos apontou os ensaios E2, E5 e E6 do T. koningii como estatisticamente
iguais. O que nao ocorreu quando analisamos os dados do planejamento de
misturas do T. koningii separado dos dados de A. oryzae.

De qualquer forma, o A. oryzae apresentou a maior atividade proteolitica em
valor absoluto no E4 e o T. koningii no E7, cujos meios eram compostos por
misturas. Portanto, no E4 (50 % FS e 50 % FCBM) utilizando o T. koningii foram
observados aumentos na atividade de protease de 93,4 %, 458,7 % e 12,0 % em
relagdo aos substratos individuais, FS, FCBM e FBV, respectivamente; enquanto
que o ensaio 7 para T. koningii, atingiu aumentos de 110,3%, 507,7% e 21,8%,
respectivamente. Para o A. oryzae, observou-se aumentos de atividade de protease
de 181,88 %, 10,2 % e 69,5 % para o ensaio 4 e de 125,7 %, -12 % e 35,8 % para o
E7, em relacdo aos substratos individuais, FS, FCBM e FBV, respectivamente. Isso
significa que algumas misturas atingiram atividades enzimaticas superiores aos dos
substratos puros, ou seja, a interagdo dos substratos foi positiva em relagdo a

obtencdo de maior producdo de proteases.
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Figuras 5a e 5b. Atividade de protease dos sete ensaios (E1 a E7) do planejamento
de misturas para os fungos Trichoderma koningii (INCQS 40331) e Aspergillus
oryzae (ATCC 1003/ INCQS 40068). Sendo que FS (farelo de soja), FCBM (farinha
de casca de banana madura) e FBV (farinha de banana verde) os substratos.
Médias com as mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas pelo Teste
de Tukey com p<0,05.

O modelo quadratico obtido para T. koningii apresentou coeficiente de

determinacao de 0,76 e p>0,15. Desta forma, o modelo ndo pode ser utilizado no
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estudo de composi¢cdo de meio de cultivo, nas condigbes estudadas. Apesar de
p>0,15, a curva de contorno tragada para o modelo quadratico do delineamento de
misturas para atividade de protease de T. koningii apresentou regido 6tima em torno
do ensaio 4.

Ao contrario, a analise de varidncia (ANOVA) do delineamento simplex
centroide para A. oryzae resultou em um modelo quadratico, com p<0,15 e
coeficiente de determinacdo de 0,97 (ou seja, 97 % de variagado dos dados pode ser
explicada por este modelo). As Tabelas 3 e 4 mostram os coeficientes de regresséo
deste modelo, cujos valores sdo os mesmos para efeitos, e analise de variancia,
considerando apenas os valores significativos. O termo do modelo quadratico
FBV*FCBM foi desconsiderado, pois nao foi significativo (p>0,15).

Tabela 3. Coeficientes de regressao obtidos a partir do modelo quadratico ajustado
do delineamento de misturas para atividade proteolitica de A. oryzae (ATCC 1003 /
INCQS 40068).

Fatores Coeficientes  Erro padrao t-valor p-valor
FS' 37,2617 6,59 5,65 0,029
FCBM? 90,6009 6,03 15,01 0,004
FBV? 57,7557 6,03 9,57 0,010
FS * FCBM 148,1061 30,29 4,88 0,039
FS * FBV 88,0241 30,29 2,90 0,101

(") FS: farelo de soja; (°) FCBM: farinha de casca de banana madura; (°) FBV:

Tabela 4. Anadlise de varidancia (ANOVA) do modelo quadratico ajustado do
delineamento de misturas para atividade proteolitica de A. oryzae (ATCC 1003 /

INCQS 40068).
Fon?esﬂde Soma dos (.Braus de Média dos Teste F p-valor
variagao quadrados liberdade quadrados
Modelo 2835,099 4 708,7749 16,15 0,059
Erro total 87,738 2 43,8688
Ajustado 2922,837 6 487,1395

Desta forma, a atividade de protease de A. oryzae pode ser descrita, de
acordo com a composi¢ao do meio de cultivo, tendo como substratos FS, FCBM e
FBV, pela Equacgao 2.

Atividade de protease (U/g) = 37,3*FS+90,6*FCBM+57,7*FBV+148,1*FS*FCBM+88,0*FS*FBV
(Equagéo 2)
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A Figura 6 apresenta a curva de contorno do modelo proposto para a
composicao do meio de cultivo para obtencao de atividade de protease por A.

oryzae.

Protease A. oryzae
FBV

0,005,100

Il = 100
Bl < 100
I < =0
[ <20
[]=70
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- — B < 50
0.00 0.25 0.50 0.75 1,00 B - <0
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Figura 6. Curva de contorno da atividade de protease (U/g de substrato) do A.
oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) presente no extrato enzimatico bruto (EEB) da
fermentagdo em estado solido, de 168 h, do meio de cultivo composto por diferentes
proporgées de farelo de soja (FS), farinha banana verde (FBV) e farinha de casca de
banana madura (FCBM).

Os resultados do delineamento de misturas para A. oryzae nos mostraram
que o ponto 6timo, onde a producdo de protease é maior, € uma mistura dos trés
substratos. O ensaio 4 (que contém FS e FCBM) esta na regido 6tima do modelo
proposto e nao difere estatisticamente do ensaio 7 (que contém FS, FCBM e FBV),
do ponto de vista operacional, pensando em aumento de escala, o ensaio 4 é
facilitado e menos custoso. Vale ressaltar que a FCBM é bastante interessante do
ponto de vista econbmico e o FS possui ampla disponibilidade. Ja a FBV é mais
onerosa, pois esta atrelada a mercados mais rentaveis como, por exemplo, o de
alimentos funcionais. Nesse sentido, o desejo de seguir o estudo com formulagbes
préximas para os dois micro-organismos, os melhores resultados para o T. koningii
ocorrerem proximo ao ensaio 4, e a ndo obtengdo de um modelo estatisticamente
valido para este ultimo fungo, optou-se em escolher o ensaio 4 para continuidade
dos estudos.
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5.2Cinética de producao de protease

Conforme justificado anteriormente, o ensaio 4 (50 % FS e 50 % FCBM) foi
escolhido para seguir o estudo da cinética de produgéo de protease. As Figuras 7 e
8 apresentam os resultados da cinética de producdo de proteases dos EEBs ao
longo de 168h para o T. koningii e A. oryzae.

120 4
100 4
80 A
60 -

40 A

Atividade relativa (%)

20 A

0 2l4 4'8 7l2 9'6 12I0 1;14 1é8
Tempo (horas)
Figura 7. Cinética de produgédo de protease obtida por fermentacdo em estado
solido com Trichoderma koningii (INCQS 40331) nos substratos farelo de soja e
farinha de casca de banana madura. Médias com as mesmas letras ndo apresentam
diferencas significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05.

120 1

100 - AB A B
J T 3 B,C I B.C
: : 1
80 1 I
1

60 -

Atividade relativa (%)

40 A

20 - E

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (horas)

Figura 8. Cinética de produgdo de protease obtida por fermentacdo em estado
solido com Asperqillus oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) nos substratos farelo de
soja e farinha de casca de banana madura. Médias com as mesmas letras ndo
apresentam diferengas significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05.
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As cinéticas apresentadas nas Figuras 7 e 8 indicam que a maxima atividade
de proteases ocorreu apds 48 h de fermentacéo, sendo obtida atividade maxima de
64,30+6,65 U/g para T. koningii e 121,66+13,20 U/g para A. oryzae. Apos este
periodo a atividade proteolitica do T. koningii diminuiu significativamente, enquanto
que para A. oryzae estabilizou, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa
entre o valor de 48 h e os obtidos nos extratos de 72, 96 e 144 h de fermentacao
(p<0,05). Desta forma, a extracdo das proteases pode ser realizada em 48 h de
fermentacao, ja que foi o maior valor da atividade enzimatica obtida nas condigdes
experimentais estudadas para A. oryzae, e, em relagado ao bioprocesso, representa
uma grande vantagem pelo menor tempo de produgédo enzimatica. O mesmo pode
ser relatado para o T. koningii, no entanto, apds 48 h observou-se queda em sua
atividade proteolitica. Uma explicacao para esta queda é o fato das proteases terem
acao sobre elas mesmas. Outro ponto que vale ressaltar € as fases de crescimento
microbiano, onde, na fase logaritmica e estacionaria ocorre maior produgdo das
enzimas extracelulares, que pode estar acontecendo nas primeiras 48 h; seguida
das fases de declinio ou morte microbiana, na qual ha lise celular e liberacdo de
compostos que podem interferir e/ou desnaturar as enzimas.

Novelli, Barros, Fleuri (2016) estudaram a produc&o de proteases utilizando
dois substratos e diversos fungos. Verificou-se que cada micro-organismo
apresentou tempo de produgcdo maxima diferenciado, inclusive, tempos maiores que
os obtidos no presente trabalho, nas condi¢cbes do E4.

Nas Figuras 5a e 5b observa-se que a maxima atividade proteolitica
alcangada pelo T. koningii apos 168h de fermentacao, nas condi¢cdes do ensaio 4, foi
de 88,74+5,42 U/g, ou seja, maior do que o valor encontrado em 168h na cinética
(8,52+3,70 U/g), o que deveria ser bem proximo pelas mesmas condigbes de
fermentacado (substratos e tempo). Inclusive foi também maior que o valor maximo
encontrado na cinética em 48h (64,30+6,65 U/g). A diferenga dos valores pode ser
explicada pela caracteristica do micro-organismo, que em alguns momentos do

estudo ndo apresentou metabolismo constante.
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5.3 Caracterizagcao Bioquimica

Os EEBs, obtidos apds 48h de fermentagao com substratos do ensaio 4, tanto
para T. koningii quanto para A. oryzae, foram caracterizados em relagao a influéncia
de pH, temperatura, de ions metalicos em diferentes concentragdes e L-cisteina. A

Figura 9 apresenta as atividades enzimaticas relativas observadas em diferentes
valores de pH.
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A. oryzae
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Figura 9. Estudo da influéncia do pH na atividade de proteases obtidas de T.
koningii (INCQS 40331) e A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) por fermentagao
em estado sdlido utilizando como substrato farelo de soja e farinha de casca de
banana madura. Médias com as mesmas letras ndo apresentam diferencas
significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05. Letras maitusculas comparam médias
do T. koningii, minusculas do A. oryzae.

O EEB obtido pela fermentagao do T. koningii resultou em maiores atividades
enzimaticas nas faixas de pHs 6-7 e 9-10. Para o A. oryzae a maior atividade foi
observada no pH 7,0, ndo havendo diferenga significativa, com 95 % de confianga,
entre as atividades relativas. Kredics et al. (2005) relataram que existem estudos
com a linhagem do género Trichoderma que produz sistema complexo de enzimas
incluindo isoenzimas. Neste sentido, podemos sugerir que ha a possibilidade de

existir mais de um tipo de protease no EEB do T. koningii, o que caracteriza a
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presenca de isoenzimas. Estudos posteriores de purificacdo dos extratos
proteoliticos podem confirmar este indicativo.

A temperatura 6tima para a protease de T. koningii e A. oryzae foi de 40°C
(Figura 10), apresentando diferencas significativas com outras temperaturas
estudadas, com 95 % de confianga. Esta temperatura é bastante interessante para
bioprocessos, pois ndo demanda muita energia e, dependendo da aplicagéo, € uma
temperatura que ndo degrada nutrientes e/ou compromete atividades biolégicas de
biomoléculas.
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Figura 10. Estudo da influéncia da temperatura na atividade de proteases obtidas de
T. koningii (INCQS 40331) e A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) por
fermentagcdo em estado sdlido utilizando como substrato farelo de soja e farinha de
casca de banana madura. Letfras maiusculas comparam médias do T. Kkoningii,
minusculas do A. oryzae.

Novelli et al. (2016) encontraram valor de pH 6timo (9,0) diferente para A. oryzae
(mesma linhagem utilizada no presente estudo), porém utilizando substrato diferente
na fermentagdo, o farelo de trigo. Isto indica que o0 mesmo micro-organismo foi
capaz de produzir proteases com caracteristicas bioquimicas diferentes dependendo
do substrato utilizado na fermentacgao.

Gaida, Rudenskaia, Stepanov (1981) isolaram pela primeira vez protease de T.
koningii e determinaram pH o6timo 10,5 e estabilidade na faixa de pH 4,0 a 11,0.

Neste estudo concluiram que as propriedades enzimaticas e moleculares eram
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semelhantes a de serina proteases. Prince (2016) encontrou os mesmos valores de
pH (6,0) e temperatura (40° C) étimos para protease purificada de T. koningii que ele
mesmo isolou de solos de canaviais na india, cujo peso molecular também foi
determinado (45kDa). Desta forma, a protease do presente estudo, embora tenha
pH e temperatura semelhante ao estudo de Prince (2016), seria necessarios mais
estudos para classifica-la.

Segundo Machida et al. (2005) o A. oryzae (MTCC 5341) possui 135 genes de
protease, os quais codificam proteases alcalinas, acidas e neutras. Neste contexto,
no estudo que realizaram, purificaram e caracterizaram uma protease acida com
atividade na faixa de pH de 3,0 a 4,0; estabilidade em pH de 2,5 a 6,5 e temperatura
6tima de 55° C. A protease caracterizada, diferente do presente estudo, foi obtida
por FES com farelo de trigo e farelo de soja desengordurada (4 %). Por meio deste
trabalho, tem-se um indicativo da habilidade de producao de diferentes proteases.

Salihi, Asoodeh, Aliabadian (2017) caracterizaram bioquimicamente protease do
A. oryzae CH93, determinaram pH e temperatura o6timos de 8,0 e 50° C,
respectivamente. Ortiz et al. (2016) determinaram maxima atividade proteolitica de
A. oryzae ICFC 8/12 em pH 6,0 a 6,8 e temperatura entre 43 e 53° C, sugerindo que
os extratos enzimaticos obtidos por FES em farelo de trigo podem ser compostos
principalmente de proteases neutras e termofilicas, similiar as condi¢cdes o6timas
encontradas para a protease de A. oryzae do presente trabalho.

O estudo do efeito dos ions metalicos e da L-cisteina, em trés diferentes
concentragdes, na atividade proteolitica dos EEBs est&o ilustrados nas Figuras 11 e
12.
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Figura 11. Estudo da influéncia de sais e L-cisteina na protease obtida de T. koningii
(INCQS 40331) por fermentacdo em estado sdlido utilizando como substrato farelo
de soja e farinha de casca de banana madura. Controle é a auséncia de sais.
Médias com as mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas pelo Teste
de Tukey com p<0,05. Teste feito entre diferentes concentragées do mesmo sal.

No estudo da influéncia de ions para o EEB do T. koningii (Figura 11),
verificou-se um efeito inibitério da atividade enzimatica nas trés concentragdes
estudadas (0,1 mM, 1,0 mM e 10,0 mM) para o CuSO4 e CaCl,. Para os outros sais,
somente algumas concentragdes tiveram efeito inibitério, a saber: BaCl, (10 mM),
KClI (0,1 mM e 1 mM) e ZnCl; (1 mM e 10,0 mM). O MgCl, ndo apresentou
diferengas estatisticas (p<0,05) para as trés concentra¢cdes na atividade de
protease.

Com relagao a L-cisteina, apenas a concentragcao de 10,0 mM apresentou
diferenca significativa (p<0,05), influenciando negativamente a atividade enzimatica.
Portanto, a atividade proteolitica ndo foi incrementada por nenhum ion estudado.

E importante dizer que algumas concentragdes n&o alteraram
significativamente a atividade enzimatica, o que significa que dependendo das
condi¢cbes e da aplicagdo, a protease ainda se mantém ativa, mesmo na presenca
de alguns tipos e concentragdes de sais. Do ponto de vista do custo do bioprocesso,
estes resultados podem ser benéficos, pois nenhum dos sais estudados é

necessario para aumentar a atividade enzimatica.
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Manonmani, Joseph (1993) realizaram um estudo de influéncia de ions
metalicos na protease de T. koningii isolado na india e verificaram que a maioria dos
ions metalicos bivalentes (1mM) estimularam a atividade enzimatica a 50°C por 1h,
sendo observada atividade relativa de 166,7 % para CaCl,, 133,3 % para CuSQq,
108,3 % para MgCl,. Os cations monovalentes deste estudo inibiram a atividade
enzimatica, dentre todos estudados, sendo o valor de atividade relativa observado
de 25,0 % para KCI. Estes resultados sado divergentes ao do presente estudo em
relagao a influéncia de ions metalicos bivalentes, pois nao foi observado incremento
nas atividades proteoliticas.
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Figura 12. Estudo da influéncia de sais e L-cisteina na protease obtida de A. oryzae
(ATCC 1003 / INCQS 40068) por fermentagdo em estado sdlido utilizando como
substrato o farelo de soja e farinha de casca de banana madura. Controle é a
auséncia de sais. Médias com as mesmas letras ndo apresentam diferencas

significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05. Teste feito entre as diferentes
concentragées do mesmo sal.
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Em relagdo ao EEB do A. oryzae (Figura 12), foi observado redugédo na
atividade proteolitica para diferentes concentragbes dos sais MgCl,, BaCl,, KCI,
ZnClp, CuSO4 e CaCl,. Alguns sais nao apresentaram influéncia na atividade
proteolitica, de forma estatisticamente significativa, entre a auséncia de sais

(controle) e a concentragdo de 10,0 mM (BaCl;, ZnCl, e CaCly); no entanto,
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apresentaram diferenca das atividades para as concentracdes menores. A utilizacao
de L-cisteina implicou em diferenga significativa em relagdo a atividade enzimatica
em todas as concentragcdes, com valores inferiores. Desta forma, nenhum ion ou L-
cisteina influenciou positivamente a atividade proteolitica.

Castro (2012) relatou que a protease do A. oryzae LBAO1 apresentou
atividades residuais acima de 92 % na presenga dos compostos MgSO,4 e CaCly,
nas concentragées de 0,05 mM a 5,0 mM. No mesmo estudo, a atividade de
protease foi inibida com adicdo de 5,0 mM de CuSO,4 KCI e L-cisteina, com
atividades residuais de 13,98 , 30,65 e 46,80 %, respectivamente.

Salihi, Asoodeh, Aliabadian (2017) verificaram que 5,0 mM de MgCl, e de
CaCl, estimularam a atividade da protease com valores de atividade relativa de 120
% e 119 %, respectivamente. Por outro lado, ndo encontraram efeito ativador
significativo para os ions Zn®** e Cu?*, com atividades relativas préximas de 100 %,
nas concentragées de 2,0 mM e 5,0 mM. Os resultados encontrados por eles
diferem dos encontrados neste estudo, o que é coerente ja que o pH (8,0) e
temperatura (50°C) 6timos encontrados também diferiram, sugerindo se tratar de
diferentes tipos de proteases.

Segundo Rao et al. (1998), proteases neutras sdo metaloproteases, que €&
provavelmente o caso da protease de A. oryzae, cujo pH 6timo foi 7,0; no entanto
necessita de mais estudos. Na presenca dos ions estudados sua atividade nao foi
aumentada. Em se tratando de extratos ndo purificados, podem haver agentes
quelantes que inibem a atuacao dos ions.

O estudo da caracterizagdo bioquimica das proteases dos dois micro-
organismos fornece indicios de que no extrato enzimatico bruto de T. koningii pode
haver mais de um tipo de protease, enquanto, que no extrato bruto do A. oryzae
observou-se um comportamento mais homogéneo, similiar a de proteases neutras.
Estudos utilizando outros ativadores e inibidores devem ser feitos para confirmar sua

classificagao, bem como sua purificagdo seguida da avaliagédo do perfil eletroforético.
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5.4 Hidrdlise da farinha de grilo, fator de hidrélise e atividade antioxidante.
5.4.1 Fator de hidrolise.

Em relacdo ao fator de hidrdlise, ndo foi observado diferengas significativas
entre os tempos de hidrélise para o extrato enzimatico de T. koningii, ou seja, a
quantidade de proteina ndo se altera nos sobrenadantes da hidrélise. Ja para o
extrato enzimatico de A. oryzae, observou-se diferenga significativa no tempo de
reacao de 3 h (6,19 £ 0,69 mg proteina/mL) em relagdo ao inicio da reacdo (3,42 +
0,34 mg proteina/mL). Analisando estes resultados tem-se um indicativo de que nao
ocorreu hidrolise pelas proteases do T. koningii, no entanto, para A. oryzae na
terceira hora pode ter ocorrido hidrélise, pois foi observado aumento de
concentragdo proteica, consequente da quebra de proteinas (Tabela 5).

Tabela 5: Fator de hidrolise referente a acado de proteases de T. koningii (INCQS
40331) e A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) sobre a farinha de grilo — analise
dos sobrenadantes. Médias com as mesmas letras n&do apresentam diferencas
significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05.

Tempo de hidrélise (h) FH — T. koningii FH — A. oryzae
0 0,77 £ 0,28" 3,48 +0,34°
1 0,81 + 0,64" 4,54 + 0,56%°
2 0,93 +0,51* 4,14 +1,50%°
3 0,45 + 0,39" 6,19 + 0,69°

E importante ressaltar alguns detalhes que podem ter interferido no processo
de hidrdlise. A farinha de grilo, por exemplo, ndo é soluvel no meio reacional.
Embora teve-se o cuidado de manter até 70 % do volume reacional inicial ao final da
hidrélise, com as retiradas de aliquotas, outras formas de realizar a retirada de
amostras podem ser realizadas para nao interferir na concentragado dos constituintes
da hidrdlise. Uma sugestdo também, seria avaliar a estabilidade da enzima na
temperatura utilizada e, com isso, estudar a possibilidade de aumentar o tempo de

hidrolise.

5.4.2 Atividade antioxidante
Amplamente utilizado para testar a capacidade de compostos atuarem como

eliminadores de radicais livres ou doadores de hidrogénio (BAH et al., 2015), a
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atividade antioxidante em uM Trolox equivalente (TE) dos hidrolisados

(sobrenadantes) de farinha de grilo foram estudados e estao ilustrados na Figura 13.
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Figura 13. Atividade antioxidante dos sobrenadantes (expressos em uM de Trolox
Equivalente) ao longo de 3 h de hidrdlise da farinha de grilo pela protease de T.
koningii (INCQS 40331) e A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068). SAO a SA3,
correspondem as amostras retiradas nos tempos de 0 a 3 h. Médias com as
mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas pelo Teste de Tukey com
p<0,05 Letras maiusculas comparam médias do T. koningii, minusculas do A.
oryzae.

A concentracao de Trolox Equivalente (TE) para hidrolisados obtidos pela agao
dos extratos de protease, semi-purificados e concentrados de T. koningii nao
apresentou diferenga significativa ao longo das 3 h de reagao de hidrélise (p<0,05)
(SAOQ, SA1, SA2 e SA3). Em relagao aos extratos de A. oryzae néo houve diferenga
significativa na concentragdo de TE dos hidrolisados proteoliticos obtidosem 1,2 e 3
h (SA1, SA2 e SA3) de reagdo, mas em relagdo ao tempo inicial sao
estatisticamente diferentes. Os maiores valores de TE encontrados para os
sobrenadantes da hidrélise por proteases de T. koningii ocorreram apés 3 h de
reacao e para o A. oryzae ap6s 1 h, sendo os valores obtidos de 106,09 + 0,19 uyM
de TE e 101,09 £ 1,00 uM de TE, respectivamente.
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Os valores encontrados de potenciais antioxidantes foram inferiores aos
obtidos por Zanutto-Elgui (2019) no estudo de hidrolisados de leite bovino e caprino,
por enzimas produzidas pela mesma linhagem do A. oryzae, a saber: peptideo
derivado de leite bovino por reagdo com protease semi-purificada por relargagem a
80 % (52,5 umol/uLTE); peptideo derivado de leite caprino por reagdo com protease
semi-purificada por relargagem a 40 % (51,2 uymol/uL TE); e peptideo derivado de
leite bovino por reagdo com protease semi-purificada por relargagem a 40 % (43,3
pmol/uL TE). Nesse sentido, € importante o entendimento que a farinha de grilo é
um substrato com particulas maiores em relagdo ao hidrolisado de leite bovino e
caprino. Além disso, a quitina que € um carboidrato estrutural de insetos (Jozefiak et
al., 2016) e que esta presente, portanto, na farinha de grilo. Sendo assim, quitina e
outras moléculas podem ter dificultado a agdo das proteases em gerar maior
quantidade de peptideos antioxidantes. Pode ser também que o potencial
antioxidante dos peptideos gerados seja inferior comparativamente aos peptideos
obtidos por outros pesquisadores.

Os dados da Figura 14 nos mostram a atividade antioxidante pela redugao do
radical DPPH, representado em pM Trolox equivalente (TE), nas amostras solidas
de farinhas tratadas sem enzima (AOXC) e farinhas hidrolisadas (AOXA) por
proteases do T. koningii e A. oryzae.
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Figura 14. Atividade antioxidante (expressos em uM de Trolox Equivalente) das
farinhas de grilo (C) e das hidrolisadas com proteases (AOXA) de T. koningii (INCQS
40331) e de A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068). Médias com as mesmas letras
né&o apresentam diferencgas significativas pelo Teste de Tukey com p<0,05.
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Vale lembrar que alguns aminoacidos encontrados na farinha de grilo por
Jozefiak et al. (2016) estdo relacionados a atividade antioxidante. Apos 3 h de
hidrolise, o extrato com compostos antioxidantes da farinha hidrolisada (AOXA) de T.
koningii apresentou potencial antioxidante de 89,40 + 1,45 uyM de TE/g de farinha; e
do A. oryzae de 99,73 * 16,27 yM de TE/g de farinha. Ja a farinha tratada sem
enzima (AOXC) apresentou potencial antioxidante de 98,23 + 12,02 uM de TE/g de
farinha. Estes resultados ndo diferem significativamente entre si, mas analisando em
conjunto os resultados da Figura 15, tem-se um indicativo de que os compostos
antioxidantes das amostras de farinha tratada com protease do T. koningii podem ter
sido solubilizados nos sobrenadantes. O mesmo pode ter ocorrido para as amostras
tratadas com protease do A. oryzae, entretanto, os dados podem corroborar com a
possibilidade de ter havido hidrolise. A capacidade antioxidante foi medida também
nos extratos enzimaticos liofilizados, sendo que o A. oryzae foi de 3,177 pmol de

TE/mL volume reacional e de T. koningii 6,473 pmol de TE/mL volume reacional.

5.4.2 Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das proteinas das fragdes solidas e
sobrenadantes apos 3 h de hidrdlise da farinha de grilo.

As amostras utilizadas na eletroforese foram somente aquelas do final da
hidrolise (ap6s 3 h de incubagao). Dentre as amostras liquidas, analisou-se os
sobrenadantes sem enzima (SC3) e com enzima (SA3), as amostras solidas de
farinha (FTC e FHA) e a farinha de grilo in natura (C). As Figuras 15ae 15b ilustram

o perfil eletroforético.



60

Far grilo . _FTC _FHA .ﬁ 'FTE'LH'A' Padrées.  SC__ SA
(C) - koningii A. oryzae T. koningii

(a) (b)

Figuras 15a e 15b. Perfil eletroforético das amostras soélidas: farinha de grilo (C),
farinha tratada sem enzima (FTC) e das farinhas hidrolisadas (FHA) com proteases
de T. koningii (INCQS 40331) e de A. oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) e
sobrenadantes da 3 h de hidrdlise: controle sem enzima (SC) e hidrolisados (SA)
dos dois micro-organismos.

Avaliando somente as amostras soélidas, observam-se que as amostras FTC
dos dois micro-organismos sofreram uma mudanga no perfil eletroforético, algumas
bandas apresentaram maior intensidade em relagao a farinha de grilo in natura (C),
tais como, nas regides A, B (de 43kDa) e C (de 14,4KDa).

Com relagao as farinhas hidrolisadas (FHA) também podemos observar uma
banda mais intensa na regido C (base do gel) em relagao tanto a amostra C quanto
as amostras FTC. O perfil eletroforético da amostra FHA do A. oryzae apresentou
mais diferengcas nas bandas em relagdo a FTC, do que o perfil eletroforético da
amostra FHA do T. koningii em relagéo a sua FTC. Destaque para a indicagao pelas
setas vermelhas com arraste de algumas bandas.

Se compararmos as amostras FHA dos dois micro-organismos, podemos
notar diferencas na especificidade das proteases, pois apresentaram perfis
eletroforéticos distintos. Este fato € confirmado no perfil das amostras dos
sobrenadantes (SA), cujas bases no gel tém intensidades diferentes e que condiz
com os resultados da Tabela 5, no qual o fator de hidrélise do A. oryzae é maior do
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que no T.koningii. A Figura 15b foi uma outra corrida realizada com os
sobrenadantes da reagdo com proteases do A. oryzae e que da para visualizar
outras bandas no sobrenadante. Na regido D o arraste da banda da amostra (SA) é
maior da que aparece no controle (SC) e na regido E maior intensidade da banda na
amostra (SA).

Estes resultados indicam mudancas nos perfis eletroforéticos da farinha de
grilo in natura, seja pelo arraste de algumas bandas de proteinas causadas pela
hidrélise ou apenas uma solubilizagdo, ou ainda, pode ser decorrente da presenca
da enzima. Os dados analisados para os sobrenadantes da hidrolise com proteases
do A. oryzae também nos da um indicativo de que houve hidrélise, pela quantidade
de proteina de menor peso molecular ter aumentado. No entanto, ha necessidade de
analise complementar desses perfis de eletroferese.

Ndo ha dados na literatura sobre hidrolise da farinha de grilo in natura,
entretanto Hall, et al. (2017) pré-trataram grilos inteiros (Gryllodes sigillatus) com
temperatura (90°C por 15 min) e hidréxido de sédio (5M, para ajuste de pH 8),
obtendo valores de grau de hidrolise, pelo método de TNBS, entre 26 e 52 %,
utilizando diferentes concentragbes de Alcalase™ (Protease de Bacillus
licheniformis, 22,4 U/g). Castro (2012) encontrou valores médios de 50 % para grau
de hidrdlise, cuja metodologia utiliza TCA, de isolado proteico de soja por protease
comercial de A. oryzae (Flavourzyme® 500L).
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6. Conclusodes

O estudo da composicdo do meio de cultivo realizado com T. koningii e A
oryzae revelou duas misturas que forneceram maiores valores de atividades
proteoliticas. Um meio composto pela parte solida 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 possivel obter um
modelo quadratico que relaciona a atividade enzimatica e os componentes do meio
com p<0,15. Nesse sentido, o desejo de seguir o estudo com formulagdes préximas
para os dois micro-organismos, os melhores resultados para o T. koningii ocorrerem
proximo ao ensaio 4, e a ndo obtengdo de um modelo estatisticamente valido para
este ultimo fungo, optou-se em escolher o ensaio 4 para continuidade dos estudos.

A cinética de produgédo enzimatica para ambos os fungos revelou que em 48
h a atividade enzimatica atingiu 0 maximo, sendo que as proteases do T. koningii
decairam aproximadamente 87 % em relagao a atividade em 48 h, ao contrario do A.
oryzae, cujo valor ficou estavel até 144 h de fermentagéo.

A caracterizagdo bioquimica das proteases mostrou que cada micro-
organismo produziu um extrato enzimatico bruto com atividade proteolitica
diferentes, mesmo este sendo obtido nas mesmas condi¢cdes de fermentacédo. O pH
otimo de atividade para o T. koningii foi de 6,0 e 10,0 e para A. oryzae 7,0, ambos
com temperatura 6tima de 40°C. lons metdlicos e L-cisteina influenciaram
negativamente a atividade proteolitica, nas concentrac¢des testadas.

A hidrolise da farinha de grilo pelas proteases fungicas obtidas da
fermentacdo em estado sodlido utilizando farinha de casca de banana madura e
farelo de soja resultou em possivel hidrélise das proteinas da farinha de grilo, mas
nao o suficiente para serem evidenciadas nos experimentos realizados. A farinha de
grilo em sua forma natural apresentou atividade antioxidante. O acesso do extrato
enzimatico bruto as proteinas da farinha de grilo pode ter sido dificultado pela
presenca de alto teor de lipideos e quitina presente nesta, além do fato de que as

particulas da farinha serem relativamente grandes e ndo serem soluveis em agua.
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7. Sugestoes para trabalhos futuros e consideragoes finais.

Este trabalho pode fornecer informagdes importantes para novas pesquisas, a
saber:

As proteases obtidas por fermentacido em estado sdélido, no presente estudo,
podem ser aplicadas em hidrélise de outros substratos.

Baseado nos resultados da cinética de produgdo sugere-se realizar o
planejamento de misturas em 48 h de fermentagao.

A purificacdo das enzimas pode facilitar a caracterizacdo dos tipos de
proteases produzidas, embora a utilizagdo no extrato bruto seja economicamente
melhor.

Mutagénese e modificagdo genética podem ser aplicadas para maximizar a
producgao das proteases do T. koningii.

Parametros de processo de hidrdlise de proteinas também podem ser
melhorados, inclusive testando novas enzimas ou até mesmo um coquetel
enzimatico, considerando que a farinha se encontra em seu estado bruto.

Com a finalidade de se garantir maior seguranca 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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