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RESUMO

O consumo de insetos apresenta-se como uma alternativa para a ingestao de
proteinas de elevado valor nutricional em relacéo a ingestao de outras proteinas animais
e vegetais. No Brasil o consumo de insetos ndo faz parte da cultura alimentar, sendo
ainda considerados como material estranho e que gera asco a maior parte da populacao.
No entanto, muitos estudos sdo observados na literatura buscando a introducéo desses
animais em produtos alimenticios, sendo mais comuns na alimentagcéo animal de “pets”
e peixes. Este trabalho teve como objetivo estudar o preparo de farinha de grilo (Gryllus
assimilis), sua caracterizacdo em termos de composi¢cao centesimal e contaminacéo
microbiana, bem como avaliar seu potencial como indutor da producdo de proteases
fungicas e a acdo das proteases na capacidade antioxidante da farinha de grilo
parcialmente hidrolisada. A farinha seca na temperatura de 70°C apresentou melhores
resultados para o objetivo do estudo, a mesma continha um valor de umidade duas vezes
menor em relacdo a farinha seca em temperatura de 50°C pelo mesmo tempo de
exposicdo, ndo apresentando contaminacao por coliformes totais ou fecais. A farinha de
grilo apresentou grande potencial para obtencdo de protease de Aspergillus oryzae,
sendo obtida atividade enzimatica média de 112 + 8 U/g de substrato seco, apds 96 horas
de fermentacdo, resultado significativo quando comparado com a literatura. A farinha de
grilo, hidrolisada como extrato proteolitico bruto obtido, apresentou capacidade de

reducédo do radical DPPH duas vezes maior em relacdo a farinha ndo hidrolisada.

Palavras-chave: Grilos. Alimentos. Proteina. Antioxidante.



ABSTRACT

The consumption of insects presents as an alternative for the ingestion of high
nutritional value proteins in relation to the ingestion of other animal and vegetable
proteins. In Brazil, the consumption of insects is not part of the food culture, being
considered as foreign material that generates disgust for most of the population.
However, many studies are observed in the literature seeking the introduction of these
animals in food products, being more common in animal feed for "pets" and fish. This
work aimed to study the preparation of cricket flour (Gryllus Assimilis), its characterization
in terms of centesimal composition and microbial contamination, as well as to evaluate
its potential as an inducer of the production of fungal proteases and the action of
proteases on the antioxidant capacity of the flour partially hydrolyzed cricket. The dry flour
at a temperature of 70°C showed better results for the purpose of the study, it had a
moisture value twice as low as the dry flour at a temperature of 50°C for the same
exposure time, with no contamination by coliforms total or faecal. Cricket flour showed
great potential for obtaining protease from Aspergillus oryzae, with an average enzymatic
activity of 112 + 8 U/g of dry substrate obtained after 96 hours of fermentation, a
significant result when compared to the literature. Cricket flour, hydrolyzed as the crude
proteolytic extract obtained, presented a DPPH radical reduction capacity twice as high
as compared to non-hydrolyzed flour.

Key-words: Cricket. Food. Protein. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Na ultima década, os insetos ganharam visibilidade e se tornaram tendéncia para
alimentacdo humana e de outros animais, sendo considerados como uma fonte
alternativa de alimento rico em nutrientes, que apresentam alto teor de proteinas e
gorduras quando comparado com alimentos de origem bovina, suina e avicola (TUNES,
2020). Além disso, acredita-se que a producao dos insetos como fonte de proteina tém
menos impacto ambiental quando comparados com outras fontes protéicas utilizadas

atualmente para a alimentacéo (FAO, 2015).

Considerando a alimentacdo humana, algumas espécies sdo nocivas a saude
humana, produzindo toxinas ou causando alergias diversas, no entanto, mais de 1900
espécies de insetos sao reconhecidas como comestiveis, dentre as mais comuns estéo
as formigas, abelhas, larvas, besouros, mosquitos e grilos. (SRIVASTAVA et al., 2009;
RIBEIRO, 2017). De acordo com o Comité Cientifico EFSA (EFSA Scientific Committee,
2015), outros riscos associados ao consumo de insetos estdo ligados a presenca de

metais pesados e pesticidas em sua composicao.

Paises asiaticos, africanos e alguns povos da América Latina consomem insetos
costumeiramente. Contudo, para paises ocidentais essa pratica é pouco difundida,
encontrando uma grande resisténcia cultural a qual rejeita esse tipo de alimento
(SRIVASTAVA et al., 2009; RIBEIRO, 2017; SOUZA et al., 2017). Muitos dos beneficios
da alimentacdo humana ou animal através de insetos ndo sdo amplamente divulgados

para o publico em geral, podendo ser uma das causas da rejei¢cao desse produto.

Porém, para muitos paises e povos, 0s insetos tém uma grande importancia para
garantir a alimentacao, ja que os insetos sdo capazes de oferecer alimento proteicos e
caléricos com um baixo custo e pouca necessidade de recursos naturais (ANANKWARE
et al., 2014). A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), desde
2003 prevé dificuldades com o fornecimento de proteinas de forma sustentavel a
crescente populagéo até 2050, e vem incentivando a propagac¢ao do consumo de insetos

comestiveis desde entdo (FAO, 2015).



17

No Brasil ndo ha legislacdo especifica para padrao de identidade e qualidade de
alimentos a base de insetos, sendo estes ainda considerados como contaminantes em
alguns alimentos como a farinha de trigo (BRASIL, 2014). Os produtos existentes no
mercado hoje, a partir de insetos, sdo produzidos de forma artesanal. Para empresas
gue tém interesse em produzir insetos como matéria prima no Brasil, deverdo submeter

estes produtos a uma série de analises, de maneira a classifica-los (TUNES, 2020).

Por possuirem enzimas em sua constituicdo, como celulases e/ou proteases, 0s
insetos servem de interesse em muitas aplicacdes alimentares diferentes, sendo uma
alternativa para a industria alimenticia e biotecnolégica (SCHLUTER, 2016). A
biotransformacgéo de proteinas em hidrolisados proteicos, aplicando enzimas, € uma
estratégia utilizada para aprimorar as funcionalidades de proteinas, tais como
solubilidade e formacdo de espuma, além de levar a producdo de peptideos com
atividades biologicas diversas, tais como antioxidantes, anti-hipertensivos, anti
trombéticos, antimicrobianos, anti-inflamatorios e anti-adipogénico (CASTRO & SATO,
2015; CASTRO et al., 2018; HEYES, 2018).

Neste contexto, este projeto visa padronizar e caracterizar a farinha de grilo
(Gryllus assimilis), de forma a viabilizar este produto como matéria-prima para racao
animal e para alimentos humanos em relacdo a contaminacdo de patogénicos e a
composicdo centesimal. Além disso, objetivou-se aplicar a farinha de grilo na producédo
de enzimas proteoliticas por fungos filamentosos, as quais atuardo na propria proteina
do inseto, sendo avaliado o aumento da capacidade antioxidante da farinha parcialmente

hidrolisada.
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1.1 PROBLEMATIZACAO

Com o crescente aumento populacional no mundo, surgiram preocupacdes de
grandes organizacbes como a FAO, em relacdo ao fornecimento de proteinas que
atendesse a demanda alimentar humana e animal nos proximos anos de maneira mais
sustentével. A partir desse contexto, 0s insetos se tornaram um possivel substituto para
as principais fontes de proteinas que séo utilizadas atualmente, como a carne de aves,

bovina e suina; e a soja.

Essa escolha deve-se pelo alto valor nutritivo dos insetos, além de conter uma
guantidade e qualidade de proteina significativa e sua producdo ter menos impacto
ambiental, sendo, assim, mais sustentavel quando comparado com as atuais fontes de
proteinas. O trabalho contribui com a busca e analises dessas novas fontes de proteinas,
em especifico a farinha de grilo preto (Gryllus assimilis), para a alimentacdo animal e
humana e aplicacdo em processos fermentativos e enziméaticos, de forma a contribuir

com o discernimento dessa nova pratica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo padronizar o processo de producdo e
caracterizar a farinha de grilo preto (Gryllus assimilis), além de estudar a producéo de
enzimas proteoliticas por fungos filamentosos, utilizando a farinha de grilo preto como
substrato indutor da producédo de enzimas, que foram aplicadas na hidrélise da prépria
farinha do inseto. A atividade antioxidante das farinhas parcialmente hidrolisadas

também foi analisada e comparada com a farinha sem hidrélise.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:
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e Produzir farinha de grilos preto (Gryllus assimilis) aplicando principios
de boas praticas de fabricacdo de alimentos além de processo térmico
de pasteurizacao nos insetos;

e Padronizar a temperatura e o tempo de desidratacao dos insetos;

e Avaliar a granulometria da farinha de grilo preto obtida;

e Avaliar a composicao centesimal da farinha de grilo preto obtida;

e Avaliar a contaminacéo microbiologica (coliformes totais e salmonellas)
da farinha de grilo preto;

e Avaliar a fermentacdo em estado solido da farinha de grilo preto por
fungo filamentoso através da quantificacéo de proteases;

e Hidrolisar a farinha de grilo preto utilizando extratos enzimaticos brutos
obtidos;

e Quantificar a capacidade antioxidante dos hidrolisados da farinha de
grilo parcialmente hidrolisados.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Insetos na alimentac&o humana e animal

Acredita-se que os insetos fazem parte da alimentacdo humana desde a pré-
histéria. Hoje, estima-se que dois bilhdes de pessoas praticam a entomofagia (consumo
de insetos como alimento) no mundo. Segundo a FAO, as regifes da Asia, Africa e da
América Latina incluem em sua dieta espécies de insetos como 0s besouros, lagartas,
vespas, formigas, gafanhotos e grilos (TUNES, 2020; FAO, 2015). Contudo, para muitas
sociedades ocidentais, o0 consumo de insetos ndo € comum, sendo uma pratica alimentar
gue causa repudia em grande parte da populagcdo (CHEUNG & MORAES, 2016).
Segundo Verbeke (2015) a aprovacgao e aceitacdo dos insetos como uma fonte segura

de proteina ainda € um desafio para muitos consumidores.

Mais de 1900 espécies de insetos no mundo sédo considerados como comestiveis

segundo a FAO (2015). No Brasil, existem 135 espécies de insetos comestiveis



20

conhecidas. Os mais consumidos sdo os himendpteros (formigas), os coledpteros
(besouros) e os ortdpteros (gafanhotos e grilos). Para algumas tradi¢cdes indigenas é
comum o consumo de alguns desses insetos. Também sdo comercializados em alguns
bares do nordeste brasileiro espécies de himendpteros, como as tanajuras (TUNES,
2020).

A FAO, desde 2003, vem prevendo dificuldades com o fornecimento de proteinas
de forma sustentavel a crescente populacédo até o ano de 2050. Desde entéo trabalha
para a propagacao do consumo de insetos comestiveis ao redor do mundo, uma vez que
estima que a producdo de proteina de insetos apresenta vantagens ambientais em
relacdo a criacdo de gado e outros animais que sdo utilizados como principal fonte de
proteina a alimentacdo humana (FAO, 2015). Na Figura 1 € possivel comparar valores
gastos de agua, alimento e espaco para a criagcao de bovinos, suinos e de insetos. Nota-
se gue a criagdo de insetos tem um valor significativamente menor quando comparado

com as outras fontes de proteina.

Figura 1. Recursos naturais necessarios para a producdo de 1kg de proteina

™ -

1 KfG ‘ 4 :

bovina, suina e de grilo.

(o} 300001 35001 151
PROTEIN v
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Fonte: Adaptado de www.sensbar.com (fonte original da informacdo Edible insects - Future

prospects for food and feed security, 2013).
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Os insetos podem apresentar em sua composi¢ao elevado teor de proteinas (de
13 a 77% em base seca), lipidios, vitaminas e apresentam elevado valor cal6rico
(KOURIMSKA & ADAMKOVA, 2016). Segundo Romeiro et al. (2015), os insetos podem
ter um papel importante como suplemento alimentar para criancas subnutridas, por ser
uma fonte de proteina e nutrientes de alta qualidade quando comparado com carnes

bovinas e carnes de peixe.

Na alimentacdo animal os insetos fazem parte da cadeia alimentar de muitas
espécies, entre eles peixes, sapos, tartarugas, iguanas, cobras e aves. Para Oliveira et
al. (2020), a farinha de insetos tem um grande potencial para as ra¢gdes animais, por sua
capacidade proteica e um perfil de aminoacido que pode ser satisfatério dependendo da
espécie utilizada. Segundo o trabalho de Medrado et al. (2018), a farinha de alguns
insetos pode ser uma fonte proteica superior, com valores entre 48% e 79% de proteina
bruta, em relacéo ao farelo de soja, com valor de 45% de proteina bruta, sendo esse

tltimo mais utilizado na alimentacao animal atualmente.

No que diz respeito a assuntos regulatorios, no Brasil ndo ha legislacao especifica
para padrao de identidade e qualidade de alimentos a base de insetos, sendo estes ainda
considerados como contaminantes em alguns alimentos como a farinha (BRASIL, 2014).
A Unido Europeia atualizou recentemente a sua legislacéo sobre produtos alimentares
e, em 2021, foi autorizada a venda de larvas desidratadas de Tenebrio molitor, que foi
classificada como um novo alimento (EFSA NDA Panel, 2021a). Ainda, em outubro de
2021, a Unido Européia aprovou a comercializacdo de gafanhoto-migratério (Locusta
migratoria) como um novo alimento, podendo ser comercializado congelado, seco ou em
p6 (EFSA NDA Panel, 2021b; Comissao Européia, 2021).

A seguranca do uso de insetos para a alimentacdo ainda € investigada. Castro et
al. (2018) relatam a presenca de patdogenos que ja foram encontrados em algumas
espécies de insetos comerciais, como coliformes fecais e totais. Para Ananware (2014),
pode-se evitar contaminacfes microbianas e quimicas quando as condi¢cdes nas
instalacdes de criagao de insetos, manejo e alimentacdo sejam controladas e de acordo

com os regulamentos de seguranca alimentar aplicaveis a pecuaria. Ja Oibiokpa et al.
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(2018) concluiram em seu trabalho que a alimentacdo a partir de insetos como lagarta
de mariposa, cupim, grilo e gafanhoto é segura e nutritiva (KOIKE, 2020). A FAO (2015)
relata que ndo ha casos conhecidos de transmissdo de doencas ou parasitdides para
humanos a partir do consumo de insetos, desde que as condi¢cdes de manuseio sejam
feitas seguindo as boas praticas de fabricacdo de alimentos, ou seja, seguindo as
condic¢des sanitarias como qualquer outro alimento. Também alega que alergias podem
ocorrer, e por se tratar de um grupo de invertebrados, pessoas com alergias pré-

existentes a crustaceos, devem evitar consumir esse tipo de produto.

A quitina, presente na composicao dos insetos, também é um fator preocupante
guando se trata da alimentacdo animal e humana. Com valores que podem variar entre
2 a 10% nos insetos, esse carboidrato pode atuar como um fator antinutricional, que
dificulta a absorcdo dos nutrientes, especialmente dos aminoacidos (RIBEIRO, 2017).
Contudo, esse material e seus derivados apresentam aplicacao na industria alimenticia
e farmacéutica (LIMA, 2015) podendo ser removido ou extraido antes de converter 0s

insetos em alimentos e entéo utilizados como insumos de alto valor agregado.

2.2 Potencial de aplicacédo da farinha de grilo

2.2.1. Aplicacdes na alimentacdo humana

Mesmo com a falta de informacé&o na legislacéo, diversos estudos para introducao
de insetos em produtos alimenticios e em ra¢cfes animais tém sido conduzidos no Brasil
e em todo o mundo. No Instituto Federal do Mato Grosso do Sul (Campus Coxin), foi
avaliada a aceitacdo de alimentos adicionados de farinha de insetos, entre eles bolo de
baunilha contendo 10% de farinha de Gryllus assimilis, sendo o produto bem aceito pelos
degustadores néo treinados (SOUZA et al., 2017).

No trabalho de Melo et al. (2018) a farinha de grilo foi introduzida em bolachas
sem gluten, substituindo 5 e 10% de farinha de grilo na farinha sem gluten. Os testes
para explorar a aceitacido desse conceito foi feito com 102 consumidores. Cerca de 10%
dos convidados recusaram o convite por repugnancia. Dos convidados que aceitaram o

convite, a aceitacdo dos biscoitos com substituicdo de 5% de farinha de grilo foi maior
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(95% comprariam os biscoitos) do que a substituicdo com 10% de farinha de grilo (78,4%
pessoas comprariam o produto). Os consumidores descreveram o odor como de

madeira, mofo e com sabor amargo para as bolachas com 10% de farinha de grilo.

No estudo de Soares (2018), a suplementacédo da proteina de insetos foi feita em
paes e disponibilizada para consumidores frequentes de pao. Foi possivel concluir que
o produto gerou uma forte correlagdo com o sentimento de nojo nos degustadores. Além

disso, houve uma aceitacdo superior de experimentacdo pelo sexo masculino.

A comercializacao de produtos com insetos para alimentacdo humana, no Brasil,
ainda é feita de maneira artesanal. A marca Bugs Cook, por exemplo, produziu de forma
limitada chocolates artesanais com grilos, tenébrio molitor em fase larval e formiga
(TUNES, 2020). Na Europa, algumas espécies de insetos ja podem ser comercializados
em mercados. Recentemente, a venda do gafanhoto migratorio (Locusta migratoria) foi
autorizado pela Comisséo Europeia para ser comercializado em mercados, sejam eles
congelados, secos e/ou em p6 (European Commission, 2021). Nos Estados Unidos e na
Alemanha também sdo comercializados produtos fabricados com base de insetos
processados. Como exemplos, a empresa norte-americana Chirps produz, entre outros
produtos, salgadinhos; e a empresa alema BugFoundation, produz hamburgueres para
alimentacdo humana (TUNES, 2020). A Figura 2 ilustra alguns produtos a base de

insetos, destinados a alimentacdo humana, produzidos industrialmente.
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Figura 2. Exemplos de produtos voltados para alimentacdo humana contendo

insetos.
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Fonte: Elaborado pela autora, fotos adquiridas nos sites das empresas fabricantes.

2.2.2. Aplicacao na alimentacao animal

Segundo o trabalho de Silva et al. (2020), a producao de insetos para nutricdo em
racao de peixes se mostrou satisfatoria no desempenho da reproducao dos aquicolas e
aumento da viabilidade dos sistemas. Além disso, a racao de insetos mostrou ser uma
fonte relevante para substituicao da farinha de peixe que é mais utilizada atualmente. De
acordo com Tubin (2017), a adicdo de farinha de tenebrio (Tenebrio molitor) na
alimentacao de tilapias (Oreochromis niloticus) € sugerida com inclusdo maxima de até

15% de farinha do inseto.

No trabalho de Altmann et al. (2018) a substituicdo da fonte proteica de soja pela
farinha de larvas de mosca soldado-negro (Hermetia illucens), na criacdo de frango,

resulta em um produto semelhante a criagdo de frango com alimentacdo padréo,
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mostrando o potencial satisfatorio da farinha de inseto na substituicdo na dieta de frangos
de corte.

Em relacdo a utilizagcdo de insetos na racdo para pets, Reis e Dias (2020)
evidenciaram em seus estudos que a farinha de tenébrio gigante (Zophobas morio)
apresentou valores satisfatorios de aminoacidos essenciais para caes e gatos. Para 0s
gatos, ndo houve diferenca de digestibilidade quando nutrido pela farinha de tenébrio

gigante (Zophobas morio), bem como o pH fecal nédo foi alterado.

2.2.3. Aplicacdo em processos fermentativos e enziméticos

O grilo (Gryllus assimilis) possui uma alta quantidade de proteinas de qualidade,
fazendo com que seja uma fonte em potencial para a producao de peptideos bioativos
utilizando proteases ou complexo multienzimaticos com atividades de protease
(OIBIOKPA et al., 2018; CASTRO et al., 2018; KOIKE, 2020).

Os peptideos bioativos sdo sequéncias de aminoacidos que possuem atividade
biolégica, com efeitos antioxidantes, anti-hipertensivos e imunomoduladores. A
fermentacdo, hidrélise enzimética e/ou a combinacdo de ambos sdo os métodos
utilizados para a obtencéo dos peptideos bioativos. Além disso, o processo de hidrélise
pode resultar na reducédo dos fatores alergénicos, na melhora da digestibilidades e na
prépria producao dos peptideos bioativos (CASTRO & SATO, 2015).

As proteases sao usadas na reacao de hidrolise como catalisador para a quebra
das ligacOes peptidicas de proteinas. Normalmente séo escolhidas conforme o grau de
especificidade em relacdo ao substrato proteico, relacionando com os aminoacidos
envolvidos na ligagéo peptidica a ser hidrolisada. A protease de Aspergillus oryzae tem
sido bastante usada para produzir peptideos bioativos mais estaveis e eficazes,

reduzindo o tempo de reagéo necessario para a hidrélise (CASTRO & SATO, 2015).

Novelli (2016) realizou um estudo comparativo de diferentes linhagens fungicas
em substrato de residuos agroindustriais para a producédo de proteases. As enzimas

produzida a partir do fungo Aspergillus oryzae apresentaram estabilidade em diferentes
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valores estudados de pH, atingindo atividade enzimatica maxima, para 0 extrato
enzimético liofilizado, de 1251,60 U/g. Koike (2020), observou atividade de proteases de
extratos enzimaticos brutos, com 168 h de fermentacdo com Aspergillus oryzae, em
ensaios de farelo de soja e farinha de casca de banana bruta, obtendo valor igual a
103,33 U/g. A farinha de grilo (Gryllus assimilis) pode ser um bom substrato para cultivo
de fungos filamentosos e obtencdo de enzimas que podem atuar de forma especifica nas

proteinas do proéprio grilo.

Koike (2020) também avaliou a capacidade antioxidante da farinha de grilo preto
(Gryllus assimilis) parcialmente hidrolisada por proteases de duas linhagens de fungos,
Trichoderma koningii e Aspergillus oryzae, pela reducéao do radical DPPH, representado
em UM de TE (Trolox Equivalente). Foram observados potencial antioxidante de 89,40
UM de TE/g de farinha no extrato com composto antioxidante da farinha hidrolisada de
T. koningii, apos 3 h de hidrolise; e 99,73 uM de TE/g de farinha para o A. oryzae. Ambos
ndo apresentaram diferencga significativa em relacdo a farinha de grilo sem enzima (98,23
UM de TE/g de farinha).

Matos et al. (2021) avaliaram a atividade antioxidante de hidrolisados de proteina
de grilo (Gryllus assimilis) por proteases comerciais, sendo observado valores de ICso de
455 e 71 pg/mL para os radicais DPPH e ABTS, respectivamente.

Vale lembra, que a atividade antioxidante impede a formacédo ou a propagacao de
radicais livres, que causam as reacoes de oxidacdo. Essas reacdes, por sua vez, podem
estar ligadas a doencas como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, entre outras.
Além disso, também afetam o tempo de prateleira de produtos alimenticios, alterando
sabores e cheiros que se tornam desagradaveis. Por esse motivo, alimentos que
possuem atividades antioxidantes sdo capazes de ter uma durabilidade maior, sem
grandes alteracbes da sua qualidade; e sua ingestdo pode prevenir a oxidagcao
proveniente dos processos biolégicos (ACHKAR, et al. 2013)

Campenhout (2021) em uma extensa revisao da literatura, afirma que processos
fermentativos aplicados em insetos néo estdo bem estabelecidos e alerta para desvios

de processo que podem ser indesejaveis, conduzindo ao cultivo de patégenos.
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Entretanto, se bem conduzido, os processos fermentativos podem conduzir a melhoria

do sabor, odor, vida de prateleira e digestibilidade dos insetos.

3 METODOLOGIA

A Figura 3 apresenta, de forma resumida, as atividades desenvolvidas para

concluir os objetivos do projeto.

Figura 3 - Fluxograma de atividades desenvolvidas para atingir os objetivos do
projeto.
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Fonte: o autor.

3.1 Higienizacéo e Pasteuriza¢cdo dos insetos

Para a higienizacdo, os insetos congelados foram imersos em solugdo de
hipoclorito de sédio 200 ppm e agua potavel por aproximadamente 30 minutos, sendo

retirados e enxaguados apos esse tempo.
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No processo de pasteurizacdo os grilos foram imersos em agua potavel em
ebulicdo por 10 minutos e, em seguida, foram recolhidos com auxilio de uma peneira de
inox higienizada e organizados em bandejas plasticas para desidratacdo. Essa etapa foi

realizada seguindo as boas praticas de fabricacao de alimentos.

3.2 Padronizagcéo de temperatura e tempo de secagem dos insetos

A secagem foi realizada em estufa de circulacéo forcada de ar, sem controle de
umidade. Os grilos foram colocados em placas de vidro formando uma Unica camada de
insetos inteiros. Estas foram colocadas na estufa e a perda de peso foi acompanhada
inicialmente a cada 2 horas por 6 horas de secagem. Apos esse periodo, a pesagem foi
realizada a cada 12 horas até a obtencao de massa constante.

Duas temperaturas foram estudadas, sendo a primeira de 50°C e a outra de 70°C.
Todo processo de secagem e pesagem foi realizado seguindo as boas préticas de
fabricacdo de alimentos. Apds a secagem, realizou-se a elaboracdo da curva de

secagem nas duas temperaturas.

3.3 Moagem e padronizacédo da granulometria da farinha

Os insetos secos foram triturados em um processador de alimentos doméstico,
previamente higienizado, simulando um moinho de facas, até obter um material
visualmente homogéneo. A farinha obtida foi separada em duas partes, a primeira

reservada para a caracterizacdo e a segunda para a analise de granulometria.

3.3.1 Caracterizagéo da farinha de grilo

A composi¢do centesimal e a contaminacdo microbiolégica da farinha foram
avaliadas de acordo com o proposto por Sousa et al. (2017) e nos métodos de analise
de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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3.3.1.1 Determinagédo da umidade e cinzas

A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C. Foram
pesados aproximadamente 2 g de amostra de farinha de grilo em capsulas de porcelana
previamente limpas e secas. As amostras foram deixadas na estufa por 4 horas e entdo
feita a primeira pesagem. A cada 2 horas as amostras eram pesadas até atingir peso
constante. ApGs determinacao da umidade, a amostra foi incinerada a 550°C por 6 horas

e o teor de cinzas foi quantificado. A analise foi realizada em triplicata.

3.3.1.2 Determinacdo do teor de nitrogénio total e estimativa do teor de

proteinas

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl. O catalisador
utilizado foi composto de sulfato de cobre e sulfato de sédio. A digestéo foi realizada a
360°C (utilizando uma rampa de aumento gradativo de temperatura) por 2 horas. A
destilacao foi realizada em aparelho micro-kjeldahl utilizando NaOH 40% e a amonia
formada foi recolhida com acido bérico 4% contendo indicador de pH misto. O material
foi titulado com acido cloridrico 0,1M padronizado até o ponto de viragem. A quantidade
de nitrogénio total foi, entdo, calculada e a quantidade de proteina foi estimada utilizando

o fator de converséo de 6,25. A analise foi realizada em triplicata.

3.3.1.3 Determinacdao do teor de lipidios

O teor de lipideos foi determinado pelo método de Soxhlet utilizando como
solvente éter de petréleo e a extracdo foi realizada por 3 horas. A massa final de lipidios
foi quantificada apds completa evaporacdo do solvente. A analise foi realizada em

triplicata.

3.3.1.4 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi determinado por diferenca dos demais

componentes analisados, seguindo a equacao 1:

Carboidratos w. = 100% — %proteinas — %lipideos — %cinzas — Y%umidade (1)
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3.3.1.5 Anélise de coliformes totais e termotolerantes

A gquantificacdo de coliformes totais foi realizada pelo método dos nimeros mais
provaveis (NMP) utilizando o caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) em uma série de 3 tubos
para 3 diluicdes decimais consecutivas. Esta quantificacdo foi confirmada com
inoculacao no caldo verde brilhante (VB). A quantificacdo dos coliformes termotolerantes
foi realizada utilizando o caldo EC a 45°C, sendo inoculados apenas os tubos positivos
da analise de coliformes totais. Todas as analises foram observadas apos incubacao de
48 horas.

3.3.2 Anélise de Salmonelas

A quantificagdo de salmonelas foi realizada no meio Salmonella-Shigella, sendo
o resultado observado ap6s 24 horas de incubacdo a 35 °C, onde foram buscadas

coldnias tipicas de Salmonella sp.

3.4 Andlise da granulometria da Farinha

A andlise de granulometria da farinha foi feita utilizando 100 g do material
homogeneizado. O conjunto de peneiras foi montado na seguinte sequéncia: 2,4 mm,
1,20 mm, 600 pum, 300 um, 212 um, 75 um e fundo, sendo agitadas na mesa agitadora
por 40 minutos. Em seguida, as peneiras foram pesadas para quantificacdo da fracdo de

farinha retida em cada abertura de tela.

3.5 Aplicacao da farinha para producédo de proteases fangicas

3.5.1 Fungo filamentoso

O fungo filamentoso utilizado neste trabalho pertence ao laboratério de
Bioprocessos do Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioquimicas do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Botucatu. A linhagem Aspergillus oryzae INCQS 40068 foi
conservada em tubos de ensaio com slants de agar batata dextrose (PDA) mantidos a
5°C e foram repicados a cada 6 meses
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3.5.2 Cultivo de A. oryzae em farinha de grilo

A farinha de grilo foi umedecida com agua destilada na proporcdo 1:1 (m:m),
sendo adicionado 18 g da mistura em frascos Erlenmeyer de 150 mL. Os frascos foram
autoclavados a 121°C por 15 minutos e, apos resfriados, foram inoculados com 2 mL de
solucéo de esporos do fungo Aspergillus oryzae INCQS 40068 na concentracéo de 10’
esporos.mL, sendo incubados a 30°C por 9 dias, sendo acompanhada a producéo de
proteases de tempos em tempos. Apds o periodo de incubacéo realizou-se a extracdo
das enzimas extracelulares produzidas utilizando 50 mL de agua destilada e agitacdo de

150 rpm por 30 minutos. Os extratos foram separados da massa fermentada por filtracao.

3.5.3 Andlise da atividade de protease

A atividade de protease foi determinada utilizando como substrato da reacéo
enzimatica a azocaseina, de acordo com Charney e Tomarelli (1947), com modificacdes.
A mistura reacional contendo 0,5 mL de azocaseina (Sigma) 0,5% (m:v), pH 5,0, e 0,5
mL de solucdo enzimatica foi incubada por 40 minutos a 50°C. A reacdo foi, entdo,
paralisada com a adicéo de 0,5 mL de TCA 10% (m:v) e o tubos de ensaio centrifugados
a 3.420 x g por 15 min, 25°C. Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi, entao,
neutralizado com 1,0 mL de KOH 5M. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia a 428
nm de 0,01 nas condi¢cbes experimentais.

3.6 Atividade antioxidante da farinha de grilo hidrolisada por proteases

fungicas

3.6.1 Hidrdlise da farinha de grilo

Foi preparada uma suspenséo de farinha de grilo (100 mg/mL) em soluc&o tampéao
de fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, sendo adicionando o extrato enzimatico bruto (200 U/g
de farinha de grilo) produzido no item 3.5. A hidrolise ocorreu sob agitagdo de 150 rpm
durante 3 h a 40°C (temperatura 6tima da protease de A. oryzae INCQS 40068). As

reacOes foram paralisadas por tratamento térmico em banho-maria em ebuligdo por 10
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min e o volume reacional foi centrifugado a 2.260 x g na temperatura de 5°C por 20 min.
Tanto o sobrenadante quanto a fracdo soélida precipitada na centrifugacdo foram
analisados em relacéo a atividade antioxidante. A hidrdlise foi conduzida em triplicata
bem como o controle reacional, em que a solucdo enzimética foi inativada por

aquecimento a 100 °C por 5 minutos antes de ser inserida na reacao.
3.6.2 Atividade Antioxidante

Os sobrenadantes das hidrolises e dos controles foram analisados diretamente.
Porém, o material sélido precipitado passou previamente por processo de extracdo de
compostos antioxidantes. Para tanto, foram acrescentados 10 mL de etanol 99,8 % em
0,5 g de cada material solido e esses foram submetidos a banho de ultrassom (Cristofoli
42 KHz) por 16 min. Em seguida, as misturas foram centrifugadas a 2.260 x g por 10 min
a 25 °C. O sobrenadante destas extracfes foram utilizados na analise de atividade

antioxidante.

A atividade antioxidante foi avaliada pela quantificacdo da redugcédo do radical
sintético 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), segundo Blois (1958), com adaptacdes.
Aliguotas de 0,5 mL das amostras foram transferidas para tubos de ensaio contendo 3,0
mL de etanol 99,8 % e 0,3 mL de solugédo de DPPH (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) a
0,2 mg/mL em etanol 99,8 %. A mistura foi homogeneizada e mantida por 1 h no escuro
a temperatura ambiente para, posteriormente, realizar a leitura das absorbancias em
espectrofotometro (UV-visivel Bel Photonics UV-M51) a 517 nm. O branco foi preparado

com etanol 99,8 % no lugar das amostras. Essa analise foi feita em triplicatas.

Os resultados foram expressos em Trolox Equivalente (TE) (uM de TE / g ou mL),
sendo que quanto maior o valor de TE, maior a capacidade antioxidante. Para isso, foi
realizada uma curva de calibracdo com solugdes em concentragcdes de 0 a 100 pM de
trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico, Sigma Aldrich®, St Louis,
EUA).
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3.7. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através da ANOVA de um fator, com
auxilio do software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) verséo

4.1.0, sendo realizadas comparacdo de médias pelo teste de Tukey com 95% de

confiancga.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Padronizacédo da temperatura de secagem dos insetos

As Figuras 4 e 5 apresentam as curvas de secagem dos grilos, nas temperaturas
de 50°C e 70°C.

Figura 4. Tempo de secagem dos grilos pretos inteiros realizada em estufa a 50°.
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Figura 5. Tempo de secagem dos grilos pretos inteiros realizada em estufa a 70°.
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As curvas de secagem para as duas temperaturas apresentaram resultados
semelhantes no que diz respeito a perda de massa durante a secagem, a qual ficou em
média em 37%. Em relacdo ao tempo de secagem, para as duas temperaturas, apés 24
horas de secagem a perda de massa atingiu o valor de estabilizagdo, no entanto, a taxa
de perda de massa foi mais acentuada na temperatura de 70 °C nas primeiras 24 horas.

A secagem 70°C foi repetida para validacdo do processo e a curva obtida esta
apresentada na Figura 6.
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Figura 6. Repeticdo do tempo de secagem dos grilos pretos inteiros realizada em
estufa a 70°.
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No segundo processo de secagem, embora a mesma metodologia tenha sido
aplicada para o preparo e secagem dos insetos, a perda de umidade foi maior, sendo
gue apos 24h a perda de massa se estabilizou em 52%, em média. Esse fato pode ter
ocorrido devido a variacdes na umidade relativa do ar nos diferentes dias de secagem,

0 que, infelizmente, ndo foi monitorado.

4.2 Andlise centesimal

Apos a secagem, os insetos foram triturados e convertidos em farinha. Neste
momento, foram obtidos os resultados da determinacdo da umidade da farinha de grilo

com a secagem dos insetos nas temperaturas de 50°C e 70°C, separadamente.

A Farinha de grilo seca na temperatura de 50°C apresentou um valor de umidade
média préximo a 4,75%, sendo este valor duas vezes maior que a farinha seca na
temperatura de 70°C, com 2,32%.

As Tabela 1 apresenta os resultados da analise centesimal, em base seca, das

farinhas de grilo obtidas dos grilos preto, secos em cada uma das temperaturas
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estudadas. Os valores estdo espressos pela média das amostras e respectivos desvios-
padrdo, com excec¢do dos carboidratos totais, que esta representado pelo valor médio.

Tabela 1. Resultados da andlise centesimalem base seca (cinzas, proteinas,
lipideos e carboidratos totais por diferenca) para as farinhas de grilo preto onde os
insetos foram secos a 50°C e a 70°C. As letras indicam o resultado do teste de Tukey
por coluna. Letras iguais indicam que nao houve diferencga significativa (p>0,05) entre as

amostras.
Temperatura de _ ) o Carboidratos
_ Cinzas (%)  Proteinas (%) Lipideos (%) )
secagem dos insetos totais (%)
50 °C 2,64 +£0,022 63,66+4,092 24,08 + 3,672 8,41
70 °C 2,83+0,892 59,80+2,40221,42+11,312 15,61

O teor de carboidratos totais foi determinado por diferenca em relacdo aos demais
componentes da farinha. Em relacédo aos resultados obtidos, conforme esperado, em
base seca, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as duas farinhas de grilo

obtidas no estudo, com 95% de confianca.

O teor de proteinas, estimado através da analise de nitrogénio total determinado
por Kjeldahl com fator de conversédo de 6,25, foi, em média, de 65,4%. Esse valor é
significativo, equiparando o teor protéico da farinha de grilo a outras fontes de proteinas
de origem animal, como a carne bovina (TACO, 2011). E importante salientar que o fator
de 6,25 utilizado na conversédo de nitrogénio total a proteina tem sido relatado como nao
sendo o mais adequado a ser aplicado a insetos, uma vez que parte do nitrogénio
determinado advém da quitina, um polissacarideo nitrogenado, e a quantidade de
proteina acaba sendo superestimada. Janssen et al. (2017) avaliaram o fator de

conversado para larvas de alguns insetos, sendo encontrado para o Tenebrio molitor o
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valor médio de 4,76. Contudo esse valor ainda ndo é adequado para a farinha de grilo

preto, por esse motivo foi mantido o a metodologia inicial do trabalho.

O teor de lipidios em base seca também foi elevado, atingindo em média 22,8%,
gue também é um valor préximo ao encontrado em carnes bovinas magras (TACO,
2011).

Os carboidratos totais incluem acucares e fibras que compdem a farinha de grilo.
N&o foi feito o fracionamento desses carboidratos, no entanto, de acordo com a literatura,
grande parte desses carboidratos € composta por quitina, polissacarideo nitrogenado

gue compdem o exoesqueleto dos insetos.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a andlise de coliformes totais e

termotolerantes e Salmonellas.

Tabela 2. Resultados da analise de coliformes totais e termotolerantes e
salmonela para as farinhas de grilo preto com secagem dos insetos em temperatura de
50 e 70°.

Microrganismos analisados 50° C 70° C
Coliformes

(totais e termotolerantes) Positivo Negativo
Salmonela Negativo Negativo

Foi identificada a presenca de coliformes termotolerantes nas amostras
processadas a 50°C. As demais amostras ndo apresentaram nenhum teste positivo no
ensaio de coliformes totais e nem col6nias caracteristicas de Salmonellas sp. Desta

forma, a farinha obtida dos insetos secos a 70 °C foi utilizada nos demais estudos.
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4.3 Padronizacao da granulometria da farinha

A Figura 7 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula da farinha de grilo,

seco a 70°C, obtida apds trituracdo em processador de alimentos doméstico.

Figura 7. Resultado da granulometria da farinha de grilo preto triturado em um

processador domestico.
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Observa-se que a maior parte da farinha apresentou tamanho de particula acima
de 1,20 mm, que é relativamente grande para apreciacdo do produto como farinha. Em
trabalhos futuros, novos testes podem ser conduzidos utilizando um moinho de pas

horizontal objetivando a reducéo do tamanho de particula para aplicagdo como alimento.

4.4 Producgéo de protease utilizando a farinha de grilo como substrato para

fermentacéo

A Figura 8 apresenta a cinética de producdo de atividade de proteases pela
fermentacao da farinha de grilo pelo fungo filamentoso Aspergillus oryzae INCQS 40068.
O crescimento visual do micro-organismo no inicio da fermentagao (até 72 horas) néo foi
significativo. A quitina presente na composicdo da farinha de grilo preto pode ter
influenciado no baixo crescimento do micro-organismo nas primeiras horas. Portanto as

extracdes nos tempos de 48 e 72 horas nao foram realizadas.
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Figura 8. Cinética de producéo de proteases pela fermentacdo da farinha de grilo

preto pelo fungo A. oryzae.
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A atividade de protease obtida apds 96 horas de fermentacéo foi elevada, sendo
a farinha de grilo (Gryllus assimilis) considerada um bom substrato para o cultivo de A.
oryzae INCQS 40068. A producdo de proteases atingiu atividades semelhantes em
relacdo a substratos convencionais, como farelo de trigo fermentado pelo mesmo
microrganismo nas mesmas condicfes de processo (NOVELLI et al., 2016; KOIKE,
2020). Considerando que as fermentacdes foram conduzidas em condi¢cdes minimas,
sem adicdo de minerais, vitaminas ou outros nutrientes para suplementar a farinha de
grilo preto (Gryllus assimilis), o resultado apresentado é promissor para a producéo de
proteases. Essas podem ser utilizadas para a hidrolise, de forma mais especifica, da
propria farinha de grilo preto, ou, ainda, pode-se utilizar o material fermentado como um
produto bioconvertido em estado sélido (PES) com possiveis propriedades interessantes
para a introdugcédo na alimentacdo animal ou humana, como a atividade antioxidante

elevada.

45.1 Atividade antioxidante

Foi utilizado o extrato enzimatico com maxima atividade de protease observada

(sendo este obtido apos 96h de fermentacéo) nos ensaios de hidrélise da farinha de grilo.



40

O material solido, resultado do processo de hidrolise apos 3h de incubacao, apresentou
atividade antioxidante significativamente maior (p <0,05) do que o controle (sem
atividade enzimatica). JA4 os sobrenadantes do processo de hidrolise e do controle,
apresentaram alta capacidade de reducao do radical DPPH (>80%), mas ndo houve

diferenca significativa entre eles, conforme ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3. Proteina (%) e capacidade de reducéo de DPPH, expressa como trolox
equivalente (UM trolox / g ou mL) e reducao radical (%). As letras indicam o resultado do
teste de Tukey por coluna. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa

(p>0,05) entre as amostras.

% de
Ensaio Proteina UM trolox/g Redugao do
ou mL radical
DPPH
Controle (farinha de grilo sem atividade
enzimatica) 49,2+0,32 47,0x1/4° 15,8 £ 1,8°

Farllnhg.de grilo com atividade 408+33% 645+37P 38,62 + 4,8b
enzimatica
Controle sobrenadante (farinha de grilo

. L 1,4+0,1°¢ 99,3+1,12 84,0+ 1,42
sem atividade enzimatica)

Sobrenadante de farinha de grilo com

- now 2,1+0,1¢ 99,8 + 0,42 84,7 +0,52
atividade enzimatica

Portanto, a farinha de grilo hidrolisada apresentou maior capacidade de reducao
do radical DPPH do que a farinha de grilo ndo hidrolisada. Embora a analise de DPPH
seja apenas uma das formas de avaliacdo hoje aceitas para a atividade antioxidante de
alimentos, os resultados obtidos apresentam relevancia para obtencdo de novos
ingredientes para as industrias de alimentos e ragdes. Além disso, a farinha de grilo
fermentada pelo A. oryzae, um microrganismo GRAS (geralmente reconhecido como
seguro) pode ser avaliada como um produto fermentado com alta capacidade

antioxidante, sendo que, por ndo necessitar do processo sequencial de producao da
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enzima e depois da hidrélise, reduz o numero de etapas do processo de transformagéo
da farinha

Estudos sobre a hidrolise de proteinas de insetos ou digestdo da proteina de
insetos tém sido realizados a fim de verificar a atividade antioxidante dos hidrolisados.
Zielinska et al. (2016) avaliaram a atividade antioxidante de peptideos obtidos de insetos
submetidos a uma simulacao de digestéo in vitro; eles observaram ICso de 19,1 pug/mL
de reducédo do radical DPPH para Amphiacusta annulipes. Matos et al. (2021) avaliaram
a atividade antioxidante de hidrolisados protéicos de grilos (Gryllus assimilis) por
proteases comerciais, obtendo valores de ICso de 455 e 71 pg/mL para os radicais DPPH
e ABTS, respectivamente.

5 CONCLUSAO

O trabalho realizado apontou a possibilidade de obtencéo de farinha de grilo preto
(Gryllus assimilis) em condi¢Bes de higiene satisfatorias, aplicando boas praticas de
fabricacdo aliada ao tratamento térmico (pasteurizacdo) dos animais abatidos. A farinha
seca em estufa a 70°C apresentou, conforme esperado, elevado teor de proteinas e
lipideos, estando os valores obtidos, em base seca, similares aos apontados pela
literatura. Desta forma, o processo estudado (higienizagcao, pasteurizagdo, secagem e

moagem) preservou a composi¢ao centesimal do produto.

A farinha de grilo umidificada foi utilizada como substrato pelo fungo filamentoso
Aspergillus oryzae INCQS 40068, sendo que a producdo de protease ao longo da
fermentacao foi significativa, atingindo valores similares quando 0 mesmo microrganismo
foi inoculado em fontes mais tradicionais para a fermentacdo em estado sélido, como o

farelo de trigo.

A farinha de grilo hidrolizada com proases de Aspergillus oryzae INCQS 40068
apresentou maior atividade antioxidante em relagdo a nao hidrolisada. Portanto, este
material consiste em um produto transformado com capacidade antioxidante aumentada,

0 que pode ser benéfico para a aplicacdo em ra¢cdes ou mesmo na alimentacdo humana,
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contribuindo para a durabilidade e qualidade desses alimentos e podendo previnir fatores

endbgenos ao organismo.

Trabalhos futuros podem explorar a elaboracdo de PES a base de farinha de grilo
fermentada, bem como aprimoramentos no processo de hidrélise para se elevar a

atividade antioxidante dos materiais hidrolisados (sélido e sobrenadante).
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