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RESUMO
A aquicultura se destaca pela producao de proteina de boa qualidade em sistemas
mais sustentaveis, e trazendo seguranga alimentar. Contudo, a intensificagdo da
producao, aliada a falta de boas praticas de manejo podem gerar estresse aos animais
e com isso facilitar a entrada de doengas e parasitas. Estratégias tém sido adotadas
a fim de garantir o aumento da produg&o e manter a saude dos animais, como 0 uso
dos antibidticos, os quais tém sido aplicados equivocadamente em fungao dos seus
impactos negativos. A obtencao de peptideos bioativos a partir de insetos esta sendo
destaque em pesquisas, que mostraram atividade antioxidante, antibacteriana e
melhorias no estado de saude dos peixes. Por essa razdo o Tenebrio molitor € um
potencial substrato para obtengao de peptideos bioativos, que podem ser incluidos na
racdo de organismos aquaticos como substitutos aos antibiéticos, atuando no
combate a infecgbes bacterianas, patdgenos e fortalecendo o sistema imunologico
dos animais. O objetivo deste trabalho foi padronizar uma metodologia para obtencéo
de peptideos bioativos a partir de T. molitor para uso na nutricido de peixes. As larvas
produzidas no Laboratério de Biodiversidade Animal da Unipampa foram parcialmente
secas (55°/48 h) para obtencgéo da farinha, antes da extragao de lipideos com hexano.
A farinha de tenébrio desengordurada foi pré-incubada com agua destilada a 55°C por
30 minutos. Apds a pré-incubacao, foram avaliados os seguintes ensaios, utilizando
enzima Alcalase: 1) 20 uL enzima p/ 50 mL, por 3 h; 2) 40 puL enzima p/ 50 mL, por 3
h; 3) 20 pL enzima p/ 50 mL, por 4 h; 4) 40 uL enzima p/ 50 mL, por 4 h; 5) 20 pL
enzima p/ 50 mL, por 8 h; 6) 40 pL enzima p/ 50 mL, por 8 h; Todos os testes foram
realizados a 55°C e o pH ajustado a 7,0 com NaOH (0,1 N). Apds a hidrdlise, a enzima
foi inativada e a solugédo centrifugada. O grau de hidrélise (GH) foi superior nos
ensaios 5 (8,14+0,04%) e 6 (8,38+0,08%) onde foi aplicado maior tempo de duragao
de hidrolise. O conteudo de glicogénio foi superior para os peptideos bioativos em
relagcdo a amostra in natura. Ja a capacidade antioxidante foi 12 a 14% menor nos
ensaios 6 e 5. Os peptideos bioativos nao foram efetivos para impedir o crescimento
microbiano. Esse trabalho com peptideos produzidos a partir de T. molitor € promissor
e traz resultados inovadores, que permitem dar continuidade em trabalhos futuros com
grande potencial para inclusdo em dietas para peixes, podendo ser otimizada a

metodologia de hidrélise.



Palavras-Chave: Peptideos bioativos; Tenebrio molitor; Antimicrobianos naturais;
Antioxidante;



ABSTRACT
Aquaculture stands out for producing good quality protein in more sustainable systems,
and bringing food security. However, the intensification of production, combined with
the lack of good management practices, can generate stress for the animals and thus
facilitate the entry of diseases and parasites. Strategies have been adopted in order to
guarantee increased production and maintain the health of animals, such as the use
of antibiotics, which have been wrongly applied due to their negative impacts.
Obtaining bioactive peptides from insects is being highlighted in research, which has
shown antioxidant, antibacterial activity and improvements in the health status of fish.
For this reason, Tenebrio molitor is a potential substrate for obtaining bioactive
peptides, which can be included in the diet of aquatic organisms as a substitute for
antibiotics, acting in the fight against bacterial infections, pathogens and strengthening
the immune system of animals. The objective of this work was to standardize a
methodology for obtaining bioactive peptides from T. molitor for use in fish nutrition.
Larvae produced at Unipampa Animal Biodiversity Laboratory were partially dried
(55°/48 h) to obtain flour, before lipid extraction with hexane. The defatted tenebrium
flour was pre-incubated with distilled water at 55°C for 30 minutes. After pre-incubation,
the following assays were evaluated using Alcalase enzyme: 1) 20 pL enzyme per 50
mL, for 3 h; 2) 40 pL enzyme per 50 mL, for 3 h; 3) 20 uL enzyme per 50 mL, for 4 h;
4) 40 pL enzyme per 50 mL, for 4 h; 5) 20 uL enzyme per 50 mL, for 8 h; 6) 40 uL
enzyme per 50 mL, for 8 h; All tests were performed at 55°C and the pH adjusted to
7.0 with NaOH (0.1N). After hydrolysis, the enzyme was inactivated and the solution
centrifuged. The degree of hydrolysis (GH) was higher in assays 5 (8.1410.04%) and
6 (8.38+0.08%) where longer hydrolysis duration was applied. The glycogen content
was higher for the bioactive peptides compared to the in natura sample. The
antioxidant capacity was 12 to 14% lower in trials 6 and 5. Bioactive peptides were not
effective in preventing microbial growth. The peptides produced from T. molitor have
great potential for inclusion in fish diets, and the hydrolysis methodology can be

optimized.
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1 CONTEXTUALIZAGAO

A Pesca e Aquicultura mundial atingiram o recorde de aproximadamente 214
milhdes de toneladas em 2020. Sé a aquicultura (cultivo de organismos aquaticos)
contribuiu com cerca de 88 milhdes de toneladas e 265 bilhdes de dolares, e a
expectativa € que esses numeros continuem a crescer (FAO, 2022). Em 2021, a
piscicultura brasileira apresentou crescimento de 4,7%, totalizando 841.005 toneladas
(PEIXE BR, 2022). Grande parte da produgéo aquicola brasileira é realizada em aguas
continentais (reservatorios, viveiros escavados, barragens, etc.), o que torna a
aquicultura marinha somente exploratoria e restrita a regides de litoral (PEDROZA
FILHO; ROUTLEDGE, 2016).

Atualmente, a pandemia do COVID-19 refletiu-se negativamente nos sistemas
alimentares, acarretando em atrasos na promessa de superar a grande fome mundial
até o ano de 2030, conforme relatorio publicado pela FAO (FAO, 2020). Em paralelo,
a aquicultura se destaca como a produgao de proteina de boa qualidade em sistemas
mais sustentaveis, o que pode ajudar a reverter esse quadro, garantindo a seguranga
alimentar, principalmente em um cenario pandémico. Além disso, vem se
estabelecendo de modo a suprir a demanda de mercado, investindo em novas
tecnologias de criagédo e protegdo ambiental. Contudo, a intensificagdo da producéo,
aliada a falta de boas praticas de manejo tais como altas densidades de estocagem,
qualidade da agua e nutricdo de baixa qualidade podem gerar estresse aos animais
(AWAD et al, 2017) e com isso facilitar a entrada de doengas e parasitas (ISHIKAWA
et al. 2020).

Nesse contexto, varias estratégias tém sido adotadas a fim de garantir o
aumento da produgcao e ao mesmo tempo manter a saude dos animais, incluindo o
uso de antibidticos, os quais tém sido aplicados equivocadamente como forma
preventiva de doengas e como promotores de crescimento (GOULART et al., 2020).
Nesse sentido, o uso desses farmacos vem sendo restringido em fungao dos seus
impactos negativos, como desequilibrio no ambiente aquatico, predominio de
bactérias resistentes, toxicidade e capacidade de acumular residuos nos tecidos de
peixes (CARVALHO et al., 2016).

Para reverter tais consequéncias buscam-se alternativas para a substituicdo

desses medicamentos, que sejam ecologicamente corretos, e que oferegcam



sustentabilidade promissora para a prevencgao e controle de doengas na aquicultura,
e além disso, atuem como prebidticos, estimulando beneficamente o sistema
imunoldgico e aumentando a tolerancia ao estresse e a resisténcia as doengas nos
animais (MOHAMMADI et al., 2020; HOSEINIFAR et al., 2015). A partir disso, os
peptideos bioativos chegam como alternativa de substituicdo aos antibioticos, pois
eles sdo compostos por pequenos fragmentos de aminoacidos e podem ser usados
como ingredientes funcionais ou nutracéuticos (MATOS 2021; DE CASTRO, 2015).

1.1 Antimicrobianos naturais na nutricao de peixes

Alteracbes no sistema imunoldgico dos peixes estdo associadas a fatores
extrinsecos e intrinsecos, como por exemplo: superlotacdo, manuseio, temperatura,
qualidade da agua e ma nutricdo. Quando esses fatores afetam a manutencéo do
equilibrio corporal ocorre uma situagdo de estresse, gerando uma cascata de
processos fisiologicos (URBINATI, 2014). As respostas imunoldgicas alteram
conforme a intensidade e duragdo desse agente estressor causado ao peixe
(RIBEIRO; URBINATI, 2019; AWAD et al., 2017). A manutencdo de condigdes
adequadas de produgao pode evitar estresse, amenizando os fatores, mantendo sua
capacidade imunoldgica e dificultando a manifestagdo de infecgbes e doengas
microbioldgicas e parasitarias (QUEIROZ, 2016).

Os antibidticos sdo agentes antimicrobianos eficazes, que desempenham papel
importante no tratamento de doengas, estando entre os medicamentos mais
amplamente distribuidos para a saude e o manejo animal (GASTALHO et al., 2014).
No entanto, esses antimicrobianos podem trazer consequéncias irreversiveis tanto
para a saude humana, como para o meio ambiente. Quando acumulam-se no solo e
ocorre lixiviacdo, eles sdo escoados superficialmente para os corpos hidricos,
causando a contaminagcdo de ambientes aquaticos e o aparecimento de cepas
bacterianas resistentes (VIEIRA & PEREIRA, 2016; AWAD et al., 2017). Conforme,
CABELLO (2006), as bactérias no ambiente aquatico sao as primeiras a desenvolver
fatores de resisténcia aos antibidticos, ja que ficam expostas a altas concentragdes
desses compostos.

No Brasil, cepas bacterianas muito resistentes aos antibioticos tém sido
encontradas com frequéncia, as quais s&o responsaveis por altas taxas de

mortalidade em peixes, como exemplo, Klebsiella pneumoniae (VANECI-SILVA et al.,



2022) e Streptococcus agalactiae (MILLER; HARBOTTLE, 2018). Isolados do género
Aeromonas e da familia Enterobacteriaceae sao talvez as mais estudadas, pelo
potencial patogénico que apresentam. Aeromonas hydrophila comumente pode
causar septicemia e mortalidade em peixes e Aeromonas salmonicida causa
furunculose em salmonideos, enquanto em outros peixes, causam septicemia e
infecgdes na pele e musculos (GASTALHO et al., 2014).

Assim, tem havido enorme motivagao para encontrar substitutos naturais dos
antibioticos, a fim de contribuir para a sustentabilidade ambiental, reduzir a resisténcia
aos antibioticos e melhorar a saude dos peixes.

Alguns estudos recentes mostraram atividade antimicrobiana de produtos
naturais usados para controlar patégenos de peixes, como por exemplo o éleo de coco
e 0 acido laurico (COUTO et al, 2021.; NITBANIA et al, 2016). O acido laurico reduziu
o crescimento bacteriano de Aeromonas hydrophila e causou mortalidade de
Ichthyophthirius muiltifiliis, o 6leo de coco mostrou-se eficiente para controlar o
desenvolvimento de microrganismos, devido a alta concentragao de acido laurico na
sua composic¢ao (COUTO et al., 2021). Descobriu-se também que o acido laurico em
concentragdes de 5%, é capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Salmonella typhimurium e Escherichia coli (NITBANIA et al, 2016). A
utilizacao de prépolis como aditivo nutricional foi objetivo de pesquisas, que
comprovaram sua atividade antimicrobiana e aumento da resisténcia de diversas
doencas vivenciadas durante a aquicultura intensiva, conforme revisado por FARAG
et al. (2021). Oleos essenciais de plantas também ja foram avaliados quanto a sua
capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana sobre Pseudomonas spp. isoladas
de peixes, demonstrando ser uma fonte potencial de antibacterianos naturais a serem
utilizados como compostos para melhorar a qualidade microbiolégica de peixes de
agua doce (KACANIOVA, 2017).

1.2 Peptideos bioativos

Peptideos bioativos se referem a fragdes especificas de proteinas ou curtos
segmentos de aminoacidos que promovem positivamente varias fungdes bioldgicas
(CASTRO; SATO, 2015; DAMASCENO et al, 2016). S&o ativos quando hidrolisados
por peptidases durante o processamento de alimentos e/ou durante a digestao
gastrointestinal (SOUZA JUNIOR, 2019). Podem ser obtidos a partir de varias fontes



de proteinas animais ou vegetais, tais como soja, leite, ovos, peixes, e seus
subprodutos, geralmente apresentando de 2-20 residuos de aminoacidos e massa <
6 KDa (HALIM et al., 2016; CASTRO; SATO, 2015). Ainda apresentam vantagens de
baixo custo, alta atividade, facil absorcao e utilizagdo pelas células (CHEW et al.,
2019; SARMADI; ISMAIL, 2010).

Os peptideos bioativos sao considerados nutracéuticos, uma alternativa para a
prevencgao e o tratamento de diferentes doengas, por terem amplo espectro de agao
antimicrobiana, além de atividade antioxidante, anti-hipertensiva, efeitos anti-
inflamatorios e imunomoduladores (SARMADI; ISMAIL, 2010; HALIM et al., 2016). Os
peptideos bioativos tém sido o foco de inUmeras pesquisas, e podem ser considerados
o futuro para a industria da aquicultura. Eles sdo capazes de diminuir a produgao de
espécies reativas de oxigénio, e proteger as células contra o estresse oxidativo
induzido através da neutralizagdo, eliminacdo, e/ou sequestro de radicais livres
(TONOLO et al., 2019; CHEW et al., 2019).

Ao ser suplementado um pequeno peptideo antimicrobiano, contendo 11
residuos de aminoacidos (CM11) na dieta de Danio rerio, 0s peixes que receberam
quantidades pequenas deste peptideo na ragdo e mostraram o sistema imunologico
fortalecido e melhoraram o estado de saude. Apos serem desafiados com
Streptococcus iniae e Yersinia ruckeri, os peixes foram capazes de resistir a bactérias
patogénicas aquaticas e aumentar a atividade das enzimas oxidativas (RASHIDIAN et
al., 2021). Devido a esses achados, os peptideos podem apresentar alta relevancia
na dieta de peixes e por isso, pesquisas relacionadas a esses temas devem ser

desenvolvidas.
1.3 Hidrdlise enzimatica para obtengao de peptideos bioativos

A hidrélise enzimatica atua para que sequéncias de aminoacidos sejam
quebradas e esses aminoacidos possam exercer fungdes especificas no organismo,
formando os peptideos bioativos. Essa técnica tem sido a mais utilizada, por permitir
a obtencdo de compostos com melhores propriedades tecnofuncionais e bioldgicas
(NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017). Isso ocorre por conta de enzimas chamadas
de proteases capazes de hidrolisar as ligacdes peptidicas das proteinas (CASTRO;
SATO, 2015).



A hidrolise enzimatica é aplicada quando se deseja melhorar a disponibilidade
dos peptideos bioativos presentes nas moléculas de proteinas (SOUZA JUNIOR,
2019), sendo realizada sob condi¢cbes de pH entre 6 a 8 e temperatura de 40 a 60°C.
Apresenta vantagens comparadas a outras hidrolises, como: especificidade, controle
do grau de hidrolise, condigdes moderadas de acgdo, disponibilidade comercial em
larga escala, custo moderado, diminuigdo no teor de sal e formagdo minima de
subprodutos (CLEMENTE, 2000). Sua desvantagem € o aparecimento de sabor
amargo no processo da catdlise, supostamente relacionado a liberagdo de
grupamentos hidrofébicos encontrados no interior das proteinas (CHEW et al., 2019).

Durante o processo de hidrolise, as proteinas sao clivadas em peptideos
menores e aminoacidos livres. O grau de hidrdlise € uma medida da extensao da
hidrolise de proteinas, pois quanto maior o grau de hidrdlise, mais proteinas foram
clivadas em peptideos ou aminoacidos e mais peptideos potencialmente ativos podem
ser obtidos (CHEW et al., 2019).

1.4 Tenébrio molitor

Com a aquicultura se desenvolvendo significativamente, a industria de rag¢des
depende de ingredientes com valor nutricional de alta qualidade a pregos acessiveis.
A farinha de peixe é o principal insumo utilizado nas ragbes de organismos aquaticos
(SANCHEZ-MUROS et al, 2015), por conta da sua alta digestibilidade, perfil de
aminoacidos essenciais e boa palatabilidade. O problema esta na alta procura pela
farinha de peixe, diminuindo seus estoques e elevando seus precos, fazendo motivar
pesquisadores a buscar um substituto que possa tornar a produgdo aquicola
econdmica e ambientalmente sustentavel (DANIEL, 2018; SHAFIQUE et al, 2021;
BARROSO et al, 2014).

Objetivando esse pensamento, a criagdo de insetos como substituto de fonte
proteica convencional ganha espaco nos ultimos anos, devido a pequena area
utilizada para sua producédo e por serem capazes de converter diversos residuos
industriais sem valor agregado em proteina, evitando desperdicios e poluigao
ambiental (GRAU et al., 2017). Estudos experimentais utilizaram insetos na
formulacéo de ragdes para peixes como, mosca soldado-negro (LANES et al., 2021),
e farinha de tenébrio (SANTOS JUNIOR, 2018), e comprovaram que a inclus&o total



ou parcial dessas fontes de proteina resulta em melhor desempenho nutricional e
zootécnico.

Dentre as espécies produzidas para fins de inclusdo nas ragdes, o Tenebrio
molitor, pertencente a familia Tenebrionidae, vem se destacando como fonte de
proteina de baixo custo e com alto valor nutricional, tanto na area da industria aquicola
como na nutricdo humana (GRAU et al., 2017). O tenébrio € uma praga de cereais,
um inseto que infestam grdos armazenados em condi¢des de armazenamento
inadequadas, apresenta uma metamorfose completa, passando pelas fases de ovo,
larva, pupa e besouro (figura 1) (CASTRO, 2021). Apresenta caracteristicas
interessantes em relacéo as fracdes de aminoacidos essenciais, sendo abundante em
isoleucina, leucina, lisina e em lipidios e acidos graxos, dependendo do seu estagio
de vida (SHAFIQUE et al., 2021; TANG et al., 2018).

A obtencéo de peptideos bioativos a partir de insetos foi destaque de algumas
pesquisas. Os peptidios obtidos do bicho-da-seda (Bombyx mori) apresentou
atividade antioxidante (LIU et al., 2016), larvas-da-farinha (Tenebrio molitor)
mostraram atividade anti-hipertensiva (DAl et al., 2013), e mosca soldado-negro
(Hermetia illucens) atividade antioxidante (MINTAH et al., 2019). Por essa razdo o T.
molitor € um potencial substrato para obtencédo de peptideos bioativos, podendo ser
incluido na ragao de organismos aquaticos, desta forma atuando com suas moléculas
bioativas na nutricao de peixes, substituindo antibiéticos, prevenindo contra patégenos

e estimulando o sistema imunolégico dos peixes para combater infecgdes bacterianas.

Figura 1 Ciclo de desenvolvimento do Tenebrio molitor

-

Fonte: Autoria prépria



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Obter peptideos bioativos a partir de larvas do Tenebrio molitor para o uso futuro na

nutricido de peixes.
2.2 Objetivos especificos:

a) Avaliar o grau de hidrélise nos ensaios aplicados para obtencado de peptideos

bioativos;
b) Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos peptideos bioativos;
c) Avaliar a capacidade antioxidante (FRAP) dos peptideos bioativos;

d) Avaliar a atividade antimicrobiana dos peptideos bioativos contra as seguintes
bactérias: Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Salmonella sp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus sp.
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ABSTRACT
The objective of this study was to standardize a methodology for obtaining bioactive
peptides from Tenebrio molitor and to characterize them. T. molitor larvae were
partially dried (55°/48 h) to obtain flour, before lipid extraction with hexane. The
defatted tenebrium flour was pre-incubated with distilled water at 55°C for 30 minutes.
After pre-incubation, the following assays were evaluated: 1) 20 pL enzyme per 50 mL,
for 4 h; 2) 40 pL enzyme per 50 mL, for 4 h; 3) 20 pL enzyme per 50 mL, for 3 h; 4) 40
puL enzyme per 50 mL, for 3 h; 5) 20 pL enzyme per 50 mL, for 8 h; 6) 40 pL enzyme
per 50 mL, for 8 h; All tests were performed at 55°C and the pH adjusted to 7.0 with
NaOH (0.1N). After hydrolysis, the enzyme was inactivated and the solution
centrifuged. Fat extraction concentrated the crude protein in the flour. The degree of
hydrolysis (GH) was higher in assays 5 (8.14+0.04%) and 6 (8.38+0.08%) where
longer hydrolysis duration was applied. The glycogen content was higher for the
bioactive peptides compared to the in natura sample. The antioxidant capacity was 12
to 14% lower in assays 6 and 5, and the peptides generated did not prevent bacterial
growth. The peptides from T. molitor have great potential for inclusion in fish diets,

which is confirmed by the antioxidant capacity.

Keywords: Bioactive peptides; mealworm; Natural antimicrobials; Antioxidant;



1 INTRODUGAO

Sabe-se que a aquicultura ndo é apenas importante na geragao de recursos
financeiros e empregos, mas ela também contribui para a seguranga alimentar e
desenvolvimento social de muitas regides e paises, inclusive o Brasil (Esteban, 2012).

Nesse sentido, para que a piscicultura se torne uma atividade competitiva e
atinja altos indices produtivos, ha a necessidade de intensificacdo e, com isso,
diversos fatores, incluindo a superlotagdo, praticas de manejo, temperatura
desfavoravel, ma nutricdo e qualidade da agua favorecem o estresse dos animais
(Awad et al., 2017). O sistema imunologico dos peixes é diretamente influenciado por
fatores do ambiente de criagdo. Quando estes fatores rompem o estado de
homeostase corporal, o organismo atinge uma situagdo de estresse, ocorrem
alteracdes fisiologicas e o animal fica suscetivel ao aparecimento de doengas (Urbinati
et al., 2014). Mais especificamente, nessa condi¢c&o a produgao de radicais livres e/ou
espécies reativas ao oxigénio (atomos ou moléculas altamente reativos com
constituintes celulares) pode ser aumentada e superar a capacidade de defesa
antioxidante das células, o que leva ao indesejavel estado de estresse oxidativo
(Lushchak, 2011). Todas estas alteragdes bioquimicas e fisiolégicas sdo capazes de
perturbar o sistema imunolégico dos peixes e favorecer o desenvolvimento de
doencas.

Como forma de prevencgéao e controle de patégenos, 0 uso de antibidticos em
sistemas de producgado intensiva tem sido adotado rotineiramente, porém, esses
antimicrobianos sdo responsaveis por diversos efeitos negativos, além de serem
responsaveis pelo desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes, acumular
residuos em tecidos comestiveis € no meio ambiente, e atenuar o sistema imunoldgico

(Hoseinifar et al.,, 2015). Como resultado, buscam-se alternativas ecologicamente



corretas para o uso de antibiéticos, que oferecam sustentabilidade promissora para a
prevencgao e / ou controle de doengas na aquicultura (Hoseinifar et al., 2015; Awad et
al., 2017; Mohammadi et al., 2020; Yousef et al., 2020).

Neste contexto, os compostos funcionais bioativos sao considerados o futuro
da industria aquicola. Isso porque, por meio da gestao preventiva da saude através
de praticas alimentares, os animais aquaticos podem desviar mais energia para o
crescimento e reduzir as reservas de energia bioldgica necessarias para combater
doencas ou resisténcia ao estresse (Salomon et al. 2020).

Dentre os compostos funcionais bioativos, estudos tém revelado que peptideos
obtidos de fontes proteicas de origem vegetal e animal melhoram a eficiéncia no uso
dos nutrientes, aumentando a absor¢cdo de aminoacidos e minerais, além de
promoverem a sintese de proteinas e a atividade de enzimas digestivas,
consequentemente levando ao aumento no crescimento (Hao et al., 2020). A inclus&o
de compostos nitrogenados de baixo peso molecular em dietas para peixes também
promovem varios beneficios para a saude do animal (Hao et al., 2020), pois a quebra
das proteinas em cadeias peptidicas menores (contendo de 2 a 20 aminoacidos)
produzira um composto bioativo com varias fungdes fisiolégicas. Com propriedades
antioxidantes, estudos mostram que hidrolisados proteicos atuam contra radicais
livres, mas além disso, apresentam atividade antimicrobiana, citomoduladora,
promovem reagdes fisioldgicas imunomodulatérias, fungdo prebidtica e séo
hipocolesterolémicos (Halim et al., 2016).

Conforme Samaranayaka & Li-Chan (2011), a hidrolise através do uso de
enzimas tem sido a principal forma para obtencao de peptideos a partir de proteinas.
Diversas matérias primas como peixe, leite, ovos, soja, trigo, entre outras fontes
proteicas, tém sido amplamente estudados como ingredientes potenciais para

producao de peptideos. Dentre as fontes potenciais promissoras para obtencédo de



peptideos, insetos como o Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) merecem destaque
devido a abundancia dessa matéria prima, a qual é rica em proteinas e apresenta
elevados teores de aminoacidos essenciais como a lisina.

Na aquicultura, a farinha de larvas de tenébrio ja tem sido incluida na dieta de
dourada (Sparus aurata, Linnaeus 1758), robalo (Dicentrarchus labrax, Linnaeus
1758), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792), bagre africano (Clarias
gariepinus, Burchell, 1822), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1758) e
tambaqui (Colossoma macropomum, CUVIER, 1816) como potencial substituto para
a farinha de peixe (revisado por Henry et al., 2015, Lira, 2015; Tubin, 2017). Porém

sao raros os estudos de peptideos bioativos a partir de Tenebrio molitor.

O objetivo deste estudo € aplicar metodologias para obtencédo de peptideos
bioativos a partir de Tenebrio molitor e avaliar suas propriedades fisico-quimicas,

atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.

2. MATERIAL E METODOS

2. 1 Larvas de Tenebrio molitor

As larvas de Tenebrio molitor foram produzidas no Laboratério de
Biodiversidade Animal da Universidade Federal do Pampa (Figura 1), sendo
alimentadas com ragado comercial para frangos, composta por milho moido, farelo de
gluten de milho, farelo de soja e farelo de arroz, contendo 19,96+0,70% de proteina
bruta (PB), 3,83t0,13% de lipideos, 89,53+1,16% de matéria seca (MS) e
10,28+0,98% de matéria mineral (MM). As larvas foram criadas até atingir o tamanho
2 cm, o que levou cerca de 80 dias. As larvas de T. molitor foram moidas e avaliadas
quanto a composigdo bromatolégica em relagdo a matéria seca, matéria mineral e
proteina bruta, segundo as metodologias propostas pela AOAC (1995) e gordura de

acordo com Bligh & Dyer (1959).



Figura 1 Larvas de Tenebrio molitor produzidas no Laboratério de Biodiversidade Animal da
Universidade Federal do Pampa

Fonte: Autoria prépria

2.3 Ensaios de obtencao dos peptideos bioativos

As larvas parcialmente secas (55°/48 horas) foram moidas em liquidificador
para obtencao de farinha. Apds esta etapa, foram extraidos os lipideos com solvente
organico hexano (proporgao 1:2 p:v), realizando-se quatro lavagens de 30 minutos
cada uma (Goulart et al., 2013). A seguir, a farinha de tenébrio desengordurada foi
homogeneizada e pré-incubada em agua destilada (propor¢ao 1:10 p:v) a 55°C por 30
minutos. Apds a pré-incubacao, foram feitos os seguintes ensaios, utilizando a enzima
Alcalase® (densidade de 1,17 g/ml):

Ensaio 1: adigdo de 20 pL de enzima para cada 50 mL de volume, por 3 horas a 55°C;
Ensaio 2: adi¢cdo de 40 uL de enzima para cada 50 mL de volume por 3 horas a 55°C;
Ensaio 3: adicdo de 20 pL de enzima para cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C;

Ensaio 4: adigdo de 40 pL de enzima para cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C;



Ensaio 5: adi¢cdo de 20 uL de enzima para cada 50 mL de volume por 8 horas a 55°C;
Ensaio 6: adicdo de 40 pL de enzima para cada 50 mL de volume por 8 horas a 55°C;

Em todos os ensaios acima o pH foi ajustado a 7,0 com NaOH (0,1 N) para
agao enzimatica. Passada a etapa de hidrdlise, a enzima foi inativada por
aquecimento (95°C por 15 minutos). Apds, a mistura foi resfriada até 20-25°C em
banho de gelo. Amostras hidrolisadas foram centrifugadas (8000 rpom por 20 minutos)
a fim de isolar materiais insoluveis dos peptideos soluveis. A metodologia utilizada
neste processo segue o proposto por Tang et al. (2018). O sobrenadante da amostra

liquida foi removido e armazenado até a realizacao de analises laboratoriais.

2.4 Glicogénio

Os niveis de glicogénio nas larvas de tenébrio in natura e nos peptideos foram
determinados de acordo com a metodologia descrita por Bidinotto et al. (1997). Foi
adicionado junto a amostra de 50 mg, KOH e etanol para a hidrélise e precipitagéo do
glicogénio, seguida da determinacdo direta de glicose através do método hidrolitico
por fenol-acido sulfurico. A curva padrao foi construida com solugéo de glicose (50 a

200 uM) e os dados expressos como umol glicose/g de amostra.

2.5 Grau de hidrolise

Ap0s a hidrolise, uma solugao de acido tricloroacético (TCA) 20% foi adicionada
igualmente ao sobrenadante e centrifugado a 8000 rpm durante 20 minutos. O
conteudo de nitrogénio do sobrenadante fresco (solugdo contendo 10% de TCA) foi
determinado pelo método micro-Kjeldahl. A metodologia segue o proposto por Tang

et al. (2018) com modificagdes. O grau de hidrdlise foi calculado a partir da equagéo:

Hidrolise enzimatica (%) = (total N na amostra)/(N solugédo 10% de TCA) x 100



2.6 Capacidade antioxidante total dos peptideos

A capacidade antioxidante foi avaliada através do poder de reducéo do ferro
férrico em ferro ferroso ou método FRAP conforme a metodologia descrita por Pulido
et al. (2000) com modificagcdes. A curva padrdo foi construida com sulfato ferroso
hexahidratado (500 a 2000 uM) e os resultados expressos como equivalente de pmol

de Fe (Il) por grama de amostra.

2.7 Avaliacao da capacidade antimicrobiana

Padronizagdo dos indculos

Para a avaliacdo da capacidade antimicrobiana dos peptideos bioativos foram
realizados testes utilizando as seguintes culturas bacterianas: Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella sp., Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Proteus sp. Os indculos foram repicados em placas
de PCA 24 horas antes do teste. Suspensdes bacterianas foram diluidas em solugao
salina 10%, utilizando a escala de 0,5 McFarland (aproximadamente 1,0 x 108

UFC/mL).

Determinac&o da concentragao inibitdria minima

A determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) foi realizada pelo
meétodo de microdiluicdo em caldo. Sendo definida como a menor concentragdo do
extrato em mg mL-', capaz de inibir o crescimento microbiano. Foram preparadas uma
sequéncia de diluicdes seriadas, utilizando os peptideos do ensaio 5, por conta do
maior grau de hidrolise obtido e menor quantidade de enzima utilizada, conforme
descrito a seguir: proporgao peptideo: caldo Mueller Hinton (v:v): 1:2; 1:5; 1:10; 1:50;
1:100. Apo6s, nas placas de microdiluicdo de 96 pogos foram dispensados 50 uL de

caldo Mueller Hinton e em seguida 50 pL de cada uma das diluigbes. Apés esta etapa,



2 uL de cada inéculo foram adicionados a cada poco e as placas incubadas a 37°C

por 24 horas. A concentragdo inibitoria minima foi avaliada em quadruplicata.

2.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, seguido de
analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigao quimica das larvas de Tenebrio molitor

Através dos resultados obtidos da composigao centesimal do tenébrio in natura
e desengordurado (Tabela 1) observou-se um aumento consideravel na concentragéo
de proteina bruta da farinha de tenébrio (+38,4%) apds o processo de extracdo de
gordura. Ja, com relagéo aos niveis de lipidios, houve grande redugéo desse conteudo
(-82,5%), demonstrando que o0 processo quimico empregado para extragcdo da
gordura foi eficiente e por consequéncia, concentrou o teor de proteinas da farinha.
Em reviséo de literatura feita por Hong et al. (2020), foi demonstrado que larvas in
natura de Tenebrio molitor apresentam entre 47,0 e 60,2% de PB e 22,87 a 37,70%
de gordura em sua composigéo centesimal. Sugere-se que esses valores oscilam em
funcao da dieta que o inseto esta recebendo. A composi¢ao nutricional das larvas de
T. molitor citada por Hong et al. (2020) se encontra dentro dos niveis observados em
nosso estudo e confirma a hipotese de que essas larvas sdo excelentes fontes de
proteina e gordura, assim como ja vem sendo destacado por pesquisas prévias.

Com relag&o a composig¢ao da farinha de tenébrio desengordurada, os valores
encontrados para PB (62,51%) sdo semelhantes aos observados por Santos (2018)

(66,69%) e Moyses (2021) (74,36%). Aléem disso, € importante destacar que esses



valores estao proximos aos da farinha de peixe (67,5%), e superiores aos niveis do
farelo de soja (em média 49,4% de PB) (Hong et al., 2020). Em funcao disso, sugere-
se que a farinha de tenébrio desengordurada € uma fonte de proteina altamente
sustentavel e alternativa aos ingredientes proteicos convencionais usados na nutricao
aquicola, como a farinha de peixe e o farelo de soja. Quanto aos teores de matéria
seca e matéria mineral, observou-se valores semelhantes na farinha in natura e
desengordurada, demonstrando que o processo de retirada da gordura ndo afeta o

conteudo mineral do ingrediente.

Tabela 1: Caracterizagao fisico-quimica de larvas de Tenebrio molitor

Amostra Proteina Matéria Matéria Lipideos Carboidratos

bruta (%) Seca (%) mineral (%) (%) %)

(o]

Farinha de 45,17+1,50 87,55+0,09 3,2210,24 34,3610,68 4,8
tenébrio in natura
Farinha de 62,51£3,20 86,65+0,14 4,53+0,03 6,02+1,17 13,59
tenébrio
desengordurada

3.2 Niveis de glicogénio em T. molitor (in natura e peptideos bioativos)

A caracterizagdo dos niveis de glicogénio de T. molitor in natura e peptideos
bioativos sdo apresentados na Figura 2. Os resultados foram numericamente
superiores para os peptideos bioativos (152,81 uymol glicose/g de amostra) em relacéo
a amostra in natura (144,08 umol glicose/g de amostra).

Nos insetos, o glicogénio tem relagdo com um dissacarideo nao redutor
constituido de duas unidades de glicose chamado trealose. Esse composto €

encontrado na hemolinfa de insetos e constitui uma fonte de energia, especialmente



na contragdo do musculo durante o voo. A sintese de trealose pelos insetos é
produzida no corpo gorduroso, onde também & armazenada para ser utilizada pela
hemolinfa quando necessario (Lopes & Villela, 1972). Alguns autores explicam que a
trealose tem a fungdo de proteger as células durante processos de estresse, como
por exemplo altas temperaturas, choque osmotico, efeitos téxicos do etanol e
desidratagéo (Alcarde & Basso, 1997).

Em estudo realizado por Alcarde e Basso (1997), observou-se um aumento no
teor de trealose de leveduras com a aplicacdo de tratamento térmico (aumento de
temperatura). Esses resultados corroboram com os achados em nosso estudo, pois
maiores niveis de glicogénio foram observados nos peptideos bioativos, os quais
passaram por um tratamento térmico, ao final do processo de hidrélise, a fim de
inativar a enzima.

Sugere-se que a trealose pode interferir no processo de secagem de peptideos
obtidos a partir de tenébrio, o que foi percebido em nosso estudo. Inicialmente
pretendia-se trabalhar com amostras liofilizadas, porém através desse método de
secagem (resultados nao incluidos) ndo obtivemos amostras viaveis, para serem
estudadas e empregadas na ragdo de peixes, devido ao seu aspecto viscoso e
aderente. Isso pode ser atribuido aos elevados niveis de glicogénio (trealose)
presentes tanto nas amostras in natura quanto nos peptideos. Diante disso,
priorizamos em trabalhar com a amostra umida ao invés de seca, que por
consequéncia facilitara a homogeneizagao dos peptideos na ragao.

Estudos com outras matérias primas, como ex. Saccharomyces cerevisiae,
tem demonstrado uma alta resisténcia a desidratagdo, o que vem sendo atribuido ao
elevado teor de trealose presente em sua célula (Eleutherio et al., 1993).

Isso se deve ao fato de que a trealose € capaz de interagir com 0s grupos

polares das cadeias fosfolipidicas presentes na membrana plasmatica. Através dessa



ligacdo entre a trealose e a membrana, evita-se a fragmentagdo lateral dos
componentes da membrana, trazendo estabilizagdo das membranas e também de
proteinas, o que aumenta a resisténcia a desidratagao (Eleutherio et al., 1993; Alcarde
& Basso, 1997; Gibney et al., 2015).

A partir disso, sugere-se que estudos futuros avaliem maneiras eficientes de

preservacao e conservacgao de peptideos bioativos obtidos a partir de T. molitor.

Figura 2 Niveis de glicogénio de Tenebrio molitor in natura e peptideos bioativos
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3.3 Grau de hidrodlise dos peptideos bioativos

A tabela 2 apresenta os resultados do grau de hidrélise (GH) dos ensaios para
obtencdo dos peptideos bioativos. A partir dos resultados, observou-se diferencas
significativas entre os ensaios avaliados, possivelmente relacionadas com o tempo de
duracao da hidrdlise e a concentragao enzimatica utilizada. Nos ensaios 1 ao 4, onde
foram empregados menor tempo de durac&o de hidrolise (3-4h), o grau de hidrolise
foi significativamente menor comparado aos ensaios 5 e 6. Além disso, observou-se
que a concentragdo enzimatica também influenciou no grau de hidrolise. No ensaio 3,
em que foi empregado maior concentragdo de enzima, observamos maior grau de
hidrélise comparado ao ensaio 1. Corroborando com os resultados do presente
estudo, Centenaro et al. (2009) também observaram aumento no grau de hidrolise nos
ensaios para obtengao de peptideos quando empregadas maiores concentragdes de
alcalase. Conforme Kristinsson & Rasco (2000) o aumento na concentracdo de
protease realmente se reflete em aumento no grau de hidrolise, porém os autores
fazem uma observacédo importante ao destacar que quanto maior a quantidade de

enzima utilizada, maior sera o custo para a obtencéo dos peptideos.



Tabela 2: Grau de hidrdlise enzimatica de Tenebrio molitor desengordurado,

utilizando enzima Alcalase®

Amostra Grau de
hidrolise (%)

Ensaio 1! 5,19+0,10Qbc
Ensaio 22 5,55+0,24¢
Ensaio 33 4,30+0,152
Ensaio 44 5,09+0,02°
Ensaio 5° 8,14+0,044
Ensaio 6° 8,38+0,08¢

1Ensaio 1: adig&o de 20 uL de enzima para cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C; Ensaio 2: adigdo de 40 uL de enzima

para cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C; *Ensaio 3: adi¢do de 20 uL de enzima para cada 50 mL de volume, por 3 horas
a 55°C; *Ensaio 4: adigdo de 40 uL de enzima para cada 50 mL de volume por 3 horas a 55°C; ®*Ensaio 5: adigédo de 20 uL de
enzima para cada 50 mL de volume por 8 horas a 55°C; °Ensaio 6: adi¢do de 40 uL de enzima para cada 50 mL de volume por

8 horas a 55°C. Letras minusculas indicam diferencga estatistica entre os testes pelo teste de Tukey (p<0,05).

No presente estudo, os valores do grau de hidrolise com o uso de alcalase
variaram de 4,30+0,15% a 8,38+0,08%, estando abaixo dos encontrados para a
hidrolise proteica de outros produtos ja estudados anteriormente como coxa de frango
(GH: 18,62 a 38,79%), peito de frango (GH: 20,93% a 57,42%) (Schmidt & Salas-

Mellado, 2009) e corvina (GH: 12,2 +0,11 a 43,7 £0,33%) (Centenaro et al. 2009).



Apesar dessa diferenca, o estudo de obtencdo de peptideos bioativos a partir de
insetos é bastante recente (Pino et al. 2020), com isso mais pesquisas Ssao
necessarias para compreender a biologia do tenébrio e assim explorar e otimizar, de
forma eficiente, a liberacdo dos peptideos.

Alguns pesquisadores vém investindo na combinagcdo de meétodos fisico-
enzimaticos para potencializar o grau de hidrélise durante a obtengédo de peptideos.
Fathi et al. (2021) avaliaram a combinagao de ultrassom+alcalase para a hidrolise do
farelo de arroz. Nesse estudo, os resultados encontrados demonstraram que todas as
amostras tratadas previamente com ultrassom apresentaram significativo aumento na
hidrolise enzimatica, chegando a valores de 27,35%, ao passo que para o controle
(amostras sem tratamento com ultrassom) o valor de GH foi de 17,04%. Esse efeito
benéfico do ultrassom sobre o GH é atribuido a desintegragao de ligagdes proteicas
entre as moléculas, aumentando posteriormente o encontro efetivo da enzima com o
substrato. Rivero-Pino et al. (2020) sugerem que o tratamento prévio com ultrassom
€ capaz de modificar a estrutura nativa de proteinas, ou seja, clivar algumas interagdes
entre aminoacidos e consequentemente expde os residuos hidrofébicos de proteinas,
resultando em um efeito positivo na liberacdo de diversos peptideos bioativos. No
mesmo estudo, os autores também observaram aumento no GH (30%) da proteina de
T. molitor tratado previamente com sonicagdo, porém empregando tratamento
enzimatico sequencial com subtilisina e tripsina como catalisadores, diferentemente
do nosso estudo, no qual empregamos a enzima alcalase.

A hidrdlise proteica, pode ser realizada de diferentes formas, através do uso de
acidos, alcalis ou enzimas, porém esse ultimo vem sendo o mais indicado. A hidrdlise
enzimatica promove diversas vantagens como: a modificacdo das propriedades
funcionais, fisico-quimicas e sensoriais das proteinas originarias, além de permitir

maior controle da hidrdlise e beneficios das propriedades do produto obtido (Schmidt;



Salas-Mellado, 2009). Segundo Fennema et al. (2019), as propriedades funcionais
dos hidrolisados proteicos dependem do tipo de enzima usada na sua producéo.
Nesse sentido, a alcalase derivada do Bacillus licheniformis é a principal enzima
comercial utilizada e recomendada na producao de hidrolisados proteicos, em fungao
da sua especificidade inespecifica e eficiéncia (Schmidt & Salas-Mellado, 2009). Em
estudo realizado por Tang et al. (2018), em que foi avaliada a hidrélise enzimatica da
proteina de T. molitor com diferentes enzimas (alcalase e flavourzyme) e combinagdes
enzimaticas, os autores obtiveram o maior rendimento de hidrdlise da proteina
utilizando a alcalase, variando de 10,0% a 38,7%.

A partir disso, sugere-se que mais estudos sejam realizados a fim de testar a
combinagao de diferentes métodos fisico-enzimaticos com o intuito de potencializar o

grau de hidrdlise da proteina do T. molitor.

3.4 Capacidade antioxidante dos peptideos bioativos

Os valores da capacidade antioxidante total dos peptideos bioativos medida
pelo método de reducéao do ferro férrico a ferro ferroso - FRAP sao apresentados na
Tabela 3. Os peptideos bioativos obtidos nos ensaios 1, 3 e 4 apresentam
significativamente maior potencial antioxidante comparados aos peptideos obtidos
nos ensaios 2, 5 e 6. Em estudo realizado por Wu et al. (2003), os hidrolisados que
apresentaram maior atividade antioxidante foram aqueles obtidos com maior duragao
da hidrélise. Os autores consideram que quanto mais tempo de contato da enzima
com o substrato, maior sera a capacidade antioxidante, o que contraria os achados
do nosso estudo. Na pesquisa realizada por Tang et al. (2018) também foram
observadas elevada capacidade antioxidante de peptideos bioativos obtidos a partir

de T. molitor com o emprego de alcalase.



Varias metodologias tém sido desenvolvidas e aplicadas com o objetivo de
avaliar a capacidade antioxidante dos mais diversos ingredientes. Em fun¢do dessa
diversidade de técnicas e a auséncia de um método universal capaz de medir a
capacidade antioxidante, torna-se dificil fazer comparacbes numéricas entre os
resultados obtidos por outros estudos (Morais et al.,, 2013). No entanto, quando
comparado com frutos do cerrado, os resultados foram superiores a semente Solanum
lycocarpum (167,11+0,219), polpa Byrsonima verbascifolia (148,42+0,047),
Pedunculo Ciporeceus minensis (151,671£0,043) (Morais et al. 2013). Sendo assim,
independentemente dos valores encontrados nos diferentes ensaios, todos os
hidrolisados obtidos no presente estudo demonstraram capacidade antioxidante e sdo
potenciais fontes para inclusdo na dieta de peixes com a fungao de exercer efetiva
acgao protetora contra os processos oxidativos que ocorrem no organismo do animal e
atuando na prevencgao de enfermidades. As moléculas antioxidantes tém a funcao de
diminuir a taxa de oxidacao, inibindo os radicais livres ou retirando os metais que
danificam as células (Kabel, 2014). Conforme, Chi et al. (2014), os peptideos com
menor peso molecular médio, ou seja, aqueles que compreendem peptideos mais
curtos e ativos, servem como doadores de elétrons e reagem com os radicais livres,

tornando-os substancias mais estaveis que interrompem as reacdes em cadeia.



Tabela 3: Capacidade antioxidante total de peptideos bioativos obtidos a partir de

Tenebrio molitor

Amostra Capacidade
Antioxidante (FRAP)’

Teste 11 265,15+7,00°
Teste 22 235,09+6,002
Teste 33 276,41+6,41°
Teste 44 275,13+8,00°
Teste 5° 237,31+7,002
Teste 6° 239,89+0,892

1Teste 1: adigéo de 20 uL de enzima para cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C; ?Teste 2: adigéo de 40 uL de enzima para

cada 50 mL de volume, por 4 horas a 55°C; Teste 3: adicdo de 20 uL de enzima para cada 50 mL de volume, por 3 horas a
55°C; “Teste 4: adigéo de 40 uL de enzima para cada 50 mL de volume por 3 horas a 55°C; STeste 5: adigdo de 20 uL de enzima
para cada 50 mL de volume por 8 horas a 55°C; STeste 6: adi¢do de 40 uL de enzima para cada 50 mL de volume por 8 horas a
55°C; " Resultados estdo expressos em umol Fe Il/lg amostra. Letras mintsculas indicam diferenga estatistica entre os testes

pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.5 Capacidade antimicrobiana dos peptideos bioativos

Conforme as figuras 2 e 3 observa-se que os peptideos bioativos ndo foram

efetivos para impedir o crescimento dos diferentes microrganismos avaliados. Houve



crescimento bacteriano em todas as diluicoes testadas. Nossos resultados contrariam
estudos que enfatizam a capacidade antimicrobiana de peptideos de insetos (Azmiera
et al.,, 2022) bem como tenébrio. Sugere-se que a auséncia de propriedades
antimicrobianas observadas no presente estudo esteja ligadas a auséncia de
purificacdo dos peptideos, prejudicando dessa forma a definigdo de concentragdes a
serem empregadas.

Os peptideos antimicrobianos nos insetos sao produzidos principalmente nos
corpos gordurosos, nos hemaocitos e em outros tecidos apdés uma lesdo ou infecgao
microbiana, e estes sdo secretados na hemolinfa ou tecidos para eliminar
microorganismos invasores (Ueda et al., 2005). Com relagdo aos mecanismos de
acgao dos peptideos antimicrobianos, conforme Jozeiak et al. (2016), as propriedades
antimicrobianas dos peptideos de insetos podem estar ligada ao fato de serem
constituidos por pequenas proteinas catidnicas, as quais s&o capazes de se ligar e
interagir com lipideos da membrana celular, de microorganismos, carregados
negativamente, incluindo fosfolipidios anibnicos e grupos fosfato de
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas, bem como acidos teicoico e
lipoteicdico que compdem a camada de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas,
€ com isso ocorre uma inativacdo das mesmas.

Em estudo conduzido por Chae et al. (2012) observou-se que a Tenecina,
peptideo antimicrobiano obtido e purificado a partir de Tenebrio molitor, apresentou
atividade bactericida contra Escherichia coli, Gram-negativa, porém ndo foi efetiva em
impedir o crescimento de Bacillus subtilis, Gram-positivo, ou o fungo Candida albicans.
Conforme relatado em estudo feito por Azmiera et al. (2022) os componentes
responsaveis pela inducdo da atividade antimicrobiana no Tribolium castaneum,

inseto da mesma familia do tenébrio, podem sofrer variagcbes em funcédo de varios



fatores como a idade, sexo e acasalamento, o que pode acabar interferindo nos
mecanismos de acado dos antimicrobianos.

Os achados do presente estudo sao de grande relevancia, pois até o momento
€ encontrado somente um estudo (Chae et al.,, 2012) que se detém em avaliar a
capacidade antimicrobiana de peptideos obtidos a partir de tenébrio, conforme
relatado em revisao feita por Azmiera et al. (2022).

Apesar da auséncia de efeitos inibitorios in vitro sobre microorganismos
patogénicos, os peptideos podem trazer efeitos positivos indiretos. A partir do
momento que o animal recebe esse aditivo através da dieta, melhorias no sistema
imunolégico podem ocorrer, se refletindo em aumento na sua capacidade de enfrentar

um patégeno.

Figura 3 Crescimento bacteriano in vitro de Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Salmonella sp.
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Figura 4 Crescimento bacteriano in vitro de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
Proteus sp
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4 CONCLUSAO

O processo de hidrolise aplicado na farinha de tenébrio desengordurada,
utilizando alcalase, se mostrou efetivo em periodos mais longos de tratamento
enzimatico.

Os peptideos demonstraram potencial bioativo através da elevada capacidade
antioxidante observada para todos os tratamentos enzimaticos testados.

Além disso, esse trabalho € promissor pois traz resultados inovadores e que
permitem dar continuidade em trabalhos futuros, pois a auséncia de efeito
antimicrobiano a partir dos peptideos gerados merece maior aprofundamento de
pesquisas a fim de elucidar niveis que sejam capazes de inativar microorganismos
patogénicos e que permitam entender os mecanismos de agao dos peptideos frente

a patégenos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse trabalho tratou-se de um estudo inicial focado na obtencao de peptideos
bioativos com a finalidade de inclusdo na dieta de peixes. Os resultados nos levam a
concluir que se faz necessario a purificacdo e caracterizacdo dos peptideos, para
compreender seus mecanismos de acao, e possibilitando estudos futuros para testar
diferentes concentragdes inibitérias.

A importancia de estudos com Tenébrio molitor, tem grande relevancia
atualmente, pois este vem se destacando como fonte de proteina de baixo custo e

alto valor nutricional, tanto na area da industria aquicola como na nutricdo humana.
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APENDICES:

Figura 1 Avaliacdo antimicrobiana dos peptideos bioativos contra Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Proteus sp.

Fonte: Autoria prépria

Figura 2 Avaliacado antimicrobiana dos peptideos bioativos contra Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella sp.

Fonte: Autoria propria



Figura 3 Realizagdo da analise antimicrobiana
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Fonte: Autoria propria

Figura 4 Realizacao da analise de gordura

Fonte: Autoria propria
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