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RESUMO

A crescente demanda por fontes sustentaveis de proteinas impulsionou o interesse na
criacdo de insetos, como o Tenebrio molitor. Este estudo explora o uso de exuvias de
larvas de T. molitor, ricas em quitina, como substrato para o cultivo de microrganismos
produtores de enzimas com potencial aplicagdo agricola. A quitina, segundo
polissacarideo mais abundante na Terra, possui aplicacdes em diversas areas, incluindo
a agricultura, onde pode promover mecanismos de defesa das plantas e aumentar o
rendimento das culturas. Neste trabalho, o material quitinoso foi utilizado para cultivar os
fungos entomopatogénicos como a Beauveria bassiana e a bactéria Bacillus subtilis por
fermentacdo em estado sdlido. O objetivo principal foi obter bioinsumos com alta
atividade de quitinase e protease e quantificar a viabilidade microbiana para aplicacoes
no feijdo (Phaseolus vulgaris L.). A fermentacdo dos microrganismos resultou em uma
contagem média de 2,20 x 10° UFC/mL para B. subtilis e 2,95 x 108 UFC/mL para B.
bassiana. As analises de microscopia e coloragéo confirmaram a presencga de células
vegetativas e esporos caracteristicos dos microrganismos. Em conclusao os testes de
germinagao e desenvolvimento das plantas ndo mostraram diferenca significativa entre
os extratos fermentados, indicando que ambos métodos tém desempenho similar.

Palavras-chave: Quitina; Bioinsumos; Fermentacéo; Tenebrio molitor.



ABSTRACT

The growing demand for sustainable protein sources has driven interest in insect farming,
such as Tenebrio molitor. This study explores the use of exuviae from T. molitor larvae,
which are rich in chitin, as a substrate for the cultivation of enzyme-producing
microorganisms with potential agricultural applications. Chitin, the second most abundant
polysaccharide on Earth, has applications in various fields, including agriculture, where it
can enhance plant defense mechanisms and improve crop yields. In this work, chitinous
material was used to cultivate entomopathogenic fungi such as Beauveria bassiana and
the bacterium Bacillus subtilis through solid-state fermentation. The main goal was to
obtain bio-inputs with high chitinase and protease activity and to quantify microbial
viability for applications in common bean (Phaseolus vulgaris L.). Fermentation resulted
in an average microbial count of 2.20x10° CFU/mL for B. subtilis and 2.95x10® CFU/mL
for B. bassiana. Microscopy and staining analyses confirmed the presence of vegetative
cells and characteristic spores of the microorganisms. In conclusion, germination and
plant development tests showed no significant difference between the fermented extracts,
indicating that both methods perform similarly.

Keywords: Chitin; Bio-inputs; Fermentation; Tenebrio molitor.
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1 INTRODUCAO

A Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagao e Agricultura (FAO, 2015)
tem apresentado como alternativas sustentavel para o fornecimento de proteina para a
populacdo mundial crescente, o consumo de insetos. A criagdo em massa de insetos
para alimentagdo humana e animal ainda gera subprodutos que podem ser aplicados na
obtencéo de biocombustiveis e bioinsumos para a agricultura (Schluter, 2016; Castro et
al., 2018; Heyes, 2018; Fialho et al., 2021; Poveda, 2021).

As larvas de Tenebrio molitor foram as primeiras a serem aprovadas para
consumo humano na Unido Europeia (Efsa Nda Panel, 2021). Em sua criagao massal ha
o potencial de aproveitamento de residuos sélidos organicos que podem ser convertidos
em proteinas e lipidios para alimentagdo humana e animal, para obtencdo de
biocombustiveis, fertilizantes, entre outros (Surendra et al., 2020; Karthikeyan et al.,
2020; Ravi et al., 2020). Ainda, a produgao de insetos forma exuvias ao longo do
desenvolvimento das larvas, constituindo residuos da criagcdo. Esses materiais sao
constituidos majoritariamente por proteinas, quitina e minerais (Finke, 2007; Kim et al.,
2014; Lin et al., 2021).

A quitina é um polimero formado por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranos e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranos unidas por ligagbdes glicosidicas -1,4,
constituindo o segundo polissacarideo natural mais abundante na terra, estando atras
apenas da celulose (Lin et al., 2021). Este polissacarideo pode ser encontrado em
insetos, crustaceos e na parede celular de fungos, é insoluvel em &agua, acidos e
solventes organicos e apresenta aplicagées em diversas areas, entre elas a industria de

alimentos, farmacéutica, cosmética e a agricultura (Azevedo et al., 2007; Poveda, 2021).

Na agricultura este polissacarideo esta associado ao estimulo de mecanismos de
defesa de plantas contra o ataque de insetos e fungos fitopatogénicos (Iriti; Faoro, 2009;
Ramiriz et al., 2010), uma vez que esse polimero, insoluvel em agua, acidos e solventes
organicos, confere a parede celular de fungos e ao exoesqueleto de insetos uma
estrutura rigida protetora contra o ataque de agentes de controle (Fontes; Valadares-

Inlis, 2020). Ainda, a quitina e seus derivados também sao associados ao crescimento
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das plantas e ao aumento de rendimento das culturas (Chakraborty et al., 2020; Poveda,
2021).

Neste contexto, enzimas quitinoliticas e proteoliticas podem ser de grande
utilidade para a inibicdo do desenvolvimento de fungos e insetos em culturas agricolas
(Ramiriz et al., 2010; Fontes; Valadares-Inlis, 2020; Wang et al., 2021). As quitinases
ainda modificam a estrutura polimérica da quitina produzindo quito-oligossacarideos
soluveis com propriedade interessantes para estimular o crescimento de plantas e inibir
o crescimento de fungos (Liaqat; Eltem, 2018; Liu et al., 2023; Wang et al., 2021). O
mesmo se observa para a agao de proteases, que liberam peptideos bioativos com
atividades antimicrobianas de interesse para a agricultura (Quah et al., 2023).

Algumas bactérias e fungos filamentosos podem produzir quitinases e proteases
extracelulares que atuam na cuticula do exoesqueleto de insetos, em ovos de
nematoides, ou ainda na parede celular de fungos, facilitando a colonizagao de todo o
fitopatbgeno ou mesmo, o acesso de substancias de controle (Halfeld et al., 2016;
Fontes; Valadares-Inlis, 2020; Boldoni et al., 2020). Outras aplicagdes s&o encontradas
para estas enzimas, como no caso da obtengdo de compostos com atividade biolégica,

como oligossacarideos e peptideos (Azevedo et al., 2007; de Castro et al., 2018).

A producgao de quitinases e proteases por microrganismos tem sido associada e
aprimorada pela presenca de indutores nos meios de cultivo, tanto em fermentagdes em
estado soélido quanto em fermentagdes submersas (Fleuri, 2014; Boldoni et al., 2020),
sendo em geral utilizado quitina (hidrolisada, ou ndo) e fontes de proteinas especificas,
respectivamente (Smith; Grula, 1983; de Castro; Pinto, 2009).

Beauveria bassiana, um fungo entomopatogénico, é capaz de produzir quitinases
e proteases em fermentac¢des em estado sdélido (Suresh; Chandrasekaran, 1999; Sala et
al., 2022), da mesma forma, os Bacillus subtilis, uma bactéria amplamente utilizada no
controle biologico de doengas em produgdes agricolas também sio produtores das
enzimas por fermentacdo (Wang at al., 2018; Monnerat et al., 2020).
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Desta forma, este trabalho almeja aplicar o material quitinoso proveniente de
exuvias de larvas de Tenebrio molitor como substrato para o cultivo em estado sélido de
Beauveria bassiana e Bacillus subtilis, a fim de se obter bioinsumo com atividade
quitinolitica, proteolitica e quantidade de microrganismos viaveis com possivel aplicagao

como agentes de controle de fitopatdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste projeto foi o de multiplicar microrganismos de interesse na
agricultura usando como substrato material quitinoso proveniente da criagao de larvas
de Tenebrio molitor para obter bioinsumos com contagem de microrganismos e atividade
quitinolitica e proteolitica significativas, contribuindo com o0s objetivos de
desenvolvimento sustentaveis (ODS) da Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU), em

especial o ODS 2 (Fome zero e agricultura sustentavel).
2.2 Objetivo especificos
Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Preparar o material quitinoso proveniente da cultura massal de larvas de
Tenebrio molitor,

e Cultivo e manutengdo dos microrganismos (Bacillus subtilis e Beauveria
bassiana) em meios de cultura especificos;

e Cultivo dos microrganismos por fermentacdo em estado solido, nas
condigbes o6timas de crescimento de cada microrganismo, utilizando como
substrato o material quitinoso de Tenebrio molitor,

e Quantificar as atividades enzimaticas de quitinase e protease;

e Quantificar o numero de microrganismos viaveis nos extratos das
fermentacoes;

e Aplicar o extrato no cultivo de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e avaliar a

influéncia no desenvolvimento das plantas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bioinsumos

O setor agropecuario brasileiro passou por uma transformagédo e crescimento
evidentes nas ultimas décadas. O pais, que antes dependia da importagao de alimentos,
consolidou-se como um dos maiores produtores e exportadores de commodities
agricolas. Varios fatores contribuiram para essa mudanga, entre os quais podemos citar,
o investimento em pesquisa, o desenvolvimento da infraestrutura e os fatores climaticos

e ambientais favoraveis (Xavier, 2022).

De acordo com a FAO, o Brasil estd entre os maiores consumidores de
agrotdxicos no mundo. Realidade essa que representa um grande desafio tanto para os
agricultores quanto para os consumidores brasileiros, devido ao alto custo financeiro,

aos impactos negativos a saude e aos danos ambientais (Ribeiro, 2021).

Considerando a necessidade de garantir alimentos seguros para a populagao e o
papel do Brasil como um dos maiores produtores mundiais, torna-se fundamental
promover uma agricultura que reduza progressivamente o uso de insumos quimicos,
adotando cada vez mais alternativas sustentaveis e de base bioldgica. Essa abordagem
estd alinhada com a estratégia global que visa eliminar a fome, reduzir a pobreza,
proteger o meio ambiente e estimular o desenvolvimento econémico sustentavel (Vidal;
Saldanha; Verissimo, 2020).

Nesse sentido, o Governo Federal instituiu, por meio do Decreto n® 10.375, de 26
de maio de 2020, o Programa Nacional de Bioinsumos (PNB). O conceito de bioinsumos
€ abrangente e, conforme definido no Decreto, compreende produtos, processos ou
tecnologias de origem vegetal, animal ou microbiana, destinados ao uso na produgao,

armazenamento e beneficiamento de produtos agropecuarios (Brasil, 2020).

O estudo e a aplicagao dos bioinsumos tém se intensificado em diversas culturas
agricolas, com o desenvolvimento de insumos biolégicos que englobam desde bactérias

promotoras do crescimento vegetal até fungos, com diferentes opg¢des de aplicagao, tais
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como inoculagcédo de sementes, tratamento de mudas, aplicagao no solo e pulverizagao
foliar (Botelho,2023; Brasil, 2022).

3.1.1 Microrganismos promotores de crescimento de plantas

Dentre os bioinsumos mais utilizados na agricultura sustentavel, destacam-se os
microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCPs), um grupo diversificado
de bactérias e fungos que interagem de forma benéfica com as culturas agricolas. Esses
microrganismos contribuem para o aumento da produtividade vegetal por meio de

diferentes mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e ecoldgicos (Hungria et al., 2010).

Esses microrganismos possuem a capacidade de colonizar tanto o interior quanto
a superficie das plantas, formando associagdes simbidticas ou epifiticas que estimulam
o desenvolvimento vegetal e auxiliam na inibicdo de doencas e ataque de pragas
(Mariano et al., 2013).

A rizosfera, area de contato entre raizes e solo. E 0 ambiente onde ocorre intensa
interacdo entre as plantas e esses microrganismos, favorecida pela liberagdo de
exsudatos radiculares, que servem como fonte de carbono e sinalizadores quimicos,

conforme ilustrado na figura 1 (Berg et al., 2020; Yee et al., 2021).

Dentre os MPCPs, destaca-se o género Bacillus, cuja algumas espécies
solubilizam fosfatos, produzem sider6foros e fitormdnios, auxiliando na absorcao de
nutrientes essenciais, como nitrogénio, fosforo, potassio e ferro, promovendo maior vigor
e produtividade das plantas (Sansinenea, 2019; Radhakrishnan et al., 2017). Em
especial, as espécies de Bacillus subtilis tem sido amplamente estudada e utilizada
devido a sua capacidade de promover o crescimento vegetal e induzir resisténcia
sistémica nas plantas contra diversos patdgenos (Kloepper; Ryu; Zhang, 2004; Kumar;
Singh; Singh, 2017).
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FIGURA 1- llustragdo dos processos envolvidos na rizosfera das plantas
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Fonte: Adaptado de Yee et al., 2021.

Além das bactérias promotoras de crescimento, fungos entomopatogénicos como
Beauveria bassiana também tém ganhado destaque na agricultura sustentavel. Esse
fungo é conhecido principalmente por sua capacidade de atuar como agente de controle
bioldégico (Sanchez-Rodriguez et al., 2018). Além do controle de pragas, estudos
recentes demonstram que Beauveria bassiana pode colonizar as plantas (endodfitos),
estabelecendo uma relagao benéfica que estimula o crescimento vegetal, aumenta a

resisténcia a estresses bioticos e abioticos e melhora a absorgao de nutrientes (Jang et
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al., 2017; Jiang et al., 2020). Essa dupla funcionalidade faz da B. bassiana uma

ferramenta valiosa para praticas agricolas integradas.

Pensando em técnicas de aplicagao, a inoculacdo de sementes € eficiente para
garantir a colonizagao precoce desses microrganismos benéficos. Consiste na aplicagéao
direta de bactérias ou fungos promotores de crescimento sobre a superficie das
sementes, facilitando a fixagao bioldgica de nitrogénio, a solubilizagao de nutrientes e a
produgao de fitormoénios logo no inicio do desenvolvimento das plantas (Hungria et al.,
2010; Singh; Varma, 2020). Essa pratica também contribui para a protecdo contra
patégenos do solo, devido a competicao e a sintese de compostos antimicrobianos (Kim
et al., 2012). Culturas como soja, milho e feijao tém demonstrado respostas positivas a
inoculagdo com cepas de Bacillus subtilis, Rhizobium spp., fungos entomopatogénicos
como Beauveria bassiana e fungos como Trichoderma spp. (Jiang et al., 2020; Pereira
et al., 2020).

3.1.2 Controle biolégico de pragas

De acordo com a Lei n° 14.785/2023, os agrotoxicos e seus componentes sao
definidos como produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso na producdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos
agricolas, com a finalidade de modificar a composi¢ao da flora ou da fauna para protegé-

las da acdo de organismos nocivos (BRASIL, 2023).

Posteriormente, a Lei n° 15.070/2024, conhecida como a lei dos bioinsumos,
estabeleceu tratamento juridico diferenciado para esses produtos bioldgicos, criando
categorias especificas e separando-os do regime de agrotoxicos, reconhecendo sua
relevancia para a agricultura sustentavel e estimulando a pesquisa, o desenvolvimento
e a aplicagédo de tecnologias baseadas em organismos vivos ou substancias de origem
biolégica no manejo agricola, e alterando a Lei n° 14.785/2023 (BRASIL, 2024).
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Essa evolugdo normativa reflete ndo apenas uma mudanga legal, mas também
um redirecionamento do modelo de desenvolvimento agricola brasileiro. Historicamente,
a agricultura nacional foi estruturada com base no modelo intensivo de produgéo
disseminado pela Revolugdo Verde, durante a segunda metade do século XX. Esse
modelo priorizou o uso massivo de fertilizantes sintéticos e defensivos quimicos,
gerando, além da alta produtividade, significativos impactos ambientais (Almeida et al.,
1985; Oliveira et al., 2014).

A intensa utilizagao de defensivos quimicos tem promovido sérias consequéncias
ambientais, onde seus efeitos colaterais incluem a contaminagdo do solo e da agua,
intoxicacdo de trabalhadores rurais, bioacumulagdo nos alimentos, impacto em
organismos nao alvo e selecdo de populagdes resistentes de insetos, patégenos e
plantas invasoras. Resultando na escassez de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na dependéncia crescente dos
produtores por insumos quimicos, reforcando a necessidade de aplicacao de doses cada
vez maiores dos mesmos principios ativos (Meena et al., 2017; Hurtado et al., 2019;
BRASIL, 2019).

Diante disso, praticas sustentaveis ganham espago na tentativa de mitigar os
impactos ambientais sem comprometer a produtividade agricola. Entre essas praticas,
destaca-se o controle biolégico, uma alternativa promissora que compreende o uso de
produtos naturais de diferentes naturezas, incluindo agentes bioquimicos,
semioquimicos, macrorganismos e microrganismos. Entre os agentes bioquimicos,
destacam-se enzimas e horménios; como semioquimicos os feroménios;
macrorganismos, 0s seres vivos inimigos naturais da praga-alvo, como insetos, acaros e
nematoides. Ja os microrganismos incluem fungos, bactérias e virus
entomopatogénicos, capazes de infectar e controlar populagbes de pragas de forma

especifica e sustentavel (Croplife, 2021; Oliveira et al., 2014).

Dentre essas possibilidades, o controle biolégico a partir do uso de
entomopatogenos, onde microrganismos infectam insetos deixando-os doentes

posteriormente levando-os a morte, € uma técnica sadia e racional, inofensiva a saude
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da populagdo, animais e ambiente (Abcbio, 2019). Uma vez que para a selegdo de um
microrganismo viavel na formulagéo de bioinseticidas, € essencial que ele apresente néo
apenas alta eficacia no controle da praga-alvo, mas também baixa viruléncia sobre
organismos nao alvo, garantindo a seguranga ambiental e a seletividade do produto
(Hernandez; Martinez; Padilla, 2019).

Os fungos entomopatogénicos sdo apontados como a classe de microrganismos
com maior potencial no controle de insetos-praga, pois praticamente todas as espécies
sdo suscetiveis as doengas por eles causadas. Dentre os fungos de maior relevancia, se
destacam Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, pois apresentam capacidade de
infectar uma ampla variedade de pragas-alvo (Hernandez; Martinez; Padilla, 2019). Essa
infeccdo inicia-se, geralmente, com a adesao dos esporos ou conidios a cuticula do
inseto hospedeiro. Apds a fixagdo, os esporos germinam, penetram o exoesqueleto e
atingem os tecidos internos. A presenca do entomopatogénicos desencadeia respostas
imunolégicas que exigem elevado consumo energético, comprometendo fungdes
metabdlicas essenciais do hospedeiro. A medida que o fungo se dissemina pelo
organismo, libera toxinas e utiliza os nutrientes do inseto para seu proprio
desenvolvimento. Durante esse processo, o inseto infectado apresenta reducido na
mobilidade, perda de apetite e, geralmente, morre entre sete e dez dias apds a infecgéo,
em decorréncia de exaustao nutricional e faléncia sistémica (Alves, 2002; Sharma, 2000;
Oliveira et al., 2014).

O uso desses organismos tem ganhado destaque devido a sua aplicagao pratica,
sustentabilidade, viabilidade econdbmica e alta eficacia no controle de pragas. Um
exemplo expressivo € a aplicacao de Beauveria bassiana em uma area de 144 hectares
para o controle da broca-do-café (Hypothenemus hampei), apresentando 100% de

eficacia no controle da praga (Gerénimo et al., 2016).

Nesse contexto, o mercado de biodefensivos, anteriormente considerado um
segmento restrito e de baixa relevancia comercial, vem se consolidando como uma
alternativa estratégica e promissora. O setor tem despertado crescente interesse de

empresas multinacionais, acompanhado de investimentos significativos em pesquisa e
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inovacao voltados ao desenvolvimento de novos produtos (Zem; Azevedo, 2020). No
Brasil, esse avanco é evidenciado pela presenca de mais de 80 biofabricas e pelo
aumento de 77% no comércio de produtos bioldgicos entre 2017 e 2018. Até os dias
atuais, a utilizagao de defensivos biolégicos no pais ja ultrapassa 23 milhdes de hectares,

com estimativa de crescimento de 20% para o ano em curso (Croplife, 2020).

3.2 Multiplicagao de microrganismos por fermentagao em estado sélido

O crescente interesse do setor industrial e econdmico na produg¢ao de bioinsumos
tem se refletido na expansao do numero de biofabricas, impulsionando praticas que
conciliam a seguranga alimentar com a preservagdao ambiental e favorecem um modelo

de producgao agricola mais sustentavel e equilibrado.

Nos ultimos anos, a técnica de fermentacdo em estado soélido tem despertado
crescente interesse da comunidade cientifica, por demonstrar potencial para gerar
produtos com maior produtividade ou produtos com melhores caracteristicas do que a

fermentagcédo submersa (Robinson; Nigam, 2003).

A fermentacdo em estado sdélido (FES) é caracterizada pelo crescimento de
microrganismos em substratos sélidos na auséncia de agua livre circulante (Rahardjo et
al., 2006; Farinas et al., 2014). Essa técnica tem se destacado por suas multiplas
vantagens, entre as quais se incluem a capacidade de simular o ambiente natural de
fungos filamentosos (Holker et al., 2004; Castro et al., 2015; Hansen et al., 2015; Pandey,
2003; Mattedi et al., 2023). Além disso, a FES promove maior produtividade de enzimas,
reduz a suscetibilidade a contaminacdo microbiana e oferece maior estabilidade
enzimatica frente a variagdes de temperatura e pH (Singhania et al., 2010; Rodriguez
Zuiniga et al., 2011). Também favorece uma maior concentracdo dos produtos finais,
menor repressao catabdlica, e permite o cultivo de microrganismos especializados em
substratos insoluveis em agua ou até mesmo de consorcios de fungos (Singhania et al.,

2009). Outro aspecto relevante da FES é a produgdo de esporos fungicos com maior
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estabilidade, resisténcia e taxas de germinagédo superiores em comparagao aqueles

obtidos por fermentagdo submersa (Holker; Lenz, 2005).

Esse processo biotecnoldgico requer controle tanto do meio quanto das condi¢des
de cultivo. Diversas variaveis bioldgicas, fisico-quimicas e ambientais podem influenciar
o desempenho da fermentacdo em estado sélido, sendo seus efeitos dependentes do
tipo de substrato e do microrganismo empregado. Entre os principais fatores que
impactam diretamente na produgcdo de metabdlitos extracelulares, como enzimas,
destacam-se o tempo de fermentagao, a temperatura, o pH, a umidade, a granulometria

do substrato, o arejamento e os aspectos nutricionais do meio (Krishna, 2005).

Os substratos solidos comumente utilizados na FES incluem, principalmente,
graos e seus derivados (Alves; Pereira, 1998), além de residuos lignocelulésicos como
bagago de cana-de-agucar, palha e farelo de trigo, entre outros. Muitas vezes, torna-se
necessario fazer um pré-tratamento para adequar o substrato as condi¢cdes adequadas
de cultivo, como por exemplo, redugao do tamanho das particulas por quebra fisica ou
quimica dos polimeros de agucar, hidrolise enzimatica, adicdo de nutrientes, adequacéao

do pH e umidade e cozimento com vapor para eliminar contaminantes (Eduardo, 2009).

Por operar sob baixa quantidade de agua circulante, a FES apresenta vantagens
ambientais significativas, como a redu¢do do consumo de agua e a diminuigdo na
geracao de efluentes liquidos. Outro beneficio relevante é a possibilidade de utilizagao
de substratos de baixo custo e abundancia, o que contribui diretamente para a reducao
dos custos de produgdo (Robinson; Nigam, 2003). Nesse cenario de viabilidade
econdmica e sustentabilidade, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas no Brasil
com o objetivo de identificar novas alternativas de substratos, promovendo o
reaproveitamento de subprodutos agroindustriais e contribuindo para a mitigagao dos
impactos ambientais associados ao descarte inadequado desses residuos (Pandey et
al., 2001; Singhania et al., 2009).
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3.3 Uso de quitina como meio de cultivo para microrganismos

Pensando no reaproveitamento de subprodutos agroindustriais, além dos residuos
lignoceluldsicos tradicionalmente utilizados, outros subprodutos bioldégicos vém
ganhando destaque como fontes valiosas de compostos funcionais para a agricultura.
Entre esses, destaca-se a quitina, um polissacarideo estrutural encontrado no
exoesqueleto de diversos organismos, como insetos, crustaceos e fungos
(Muthukrishnan et al., 2012).

A quitina é um polissacarideo linear composto por residuos de N-acetil-D-
glicosamina ligados por ligagbes B(1—4), sendo considerada um dos biopolimeros mais
abundantes na natureza. Estima-se que aproximadamente 10 gigatoneladas de quitina
sejam sintetizadas e degradadas anualmente na biosfera, valor apenas uma ordem de
grandeza inferior ao da celulose (Rocha, 2024). Devido as suas propriedades fisico-
quimicas e bioativas, a quitina apresenta uma ampla gama de aplicagdes, abrangendo

os setores alimenticio, cosmético, agricola e farmacéutico (Azevedo et al., 2007).

Esse biopolimero esta presente principalmente no exoesqueleto de artrépodes, na
parede celular de fungos e em nematdides. Atualmente, a principal fonte comercial de
quitina provém dos residuos da industria de alimentos marinhos, como lagostas,
caranguejos e cascas de camarao. No entanto, os insetos tém emergido como uma fonte

confiavel e promissora para a produgao de quitina (Khayrova; Lopatin; Varlamov, 2019).

A quitina € amplamente difundida nos insetos, onde constitui um componente
estrutural essencial em diversas partes do organismo. As duas principais estruturas
extracelulares em que ocorre a deposicdo de quitina sdo a cuticula que reveste a
epiderme e a membrana peritrofica que recobre o intestino médio (Muthukrishnan et al.,
2012).

Entre as vantagens da produgao de quitina a partir de insetos destacam-se a
logistica simplificada e o fornecimento continuo, decorrentes da capacidade desses
organismos de se adaptarem a diferentes regides geograficas e variagdes sazonais (Tan;
Lee; Chen, 2020).
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Dentre os insetos com potencial para aproveitamento, o Tenebrio molitor,
conhecido como larva-de-farinha, tem se destacado como uma fonte alternativa
promissora de quitina. Esse destaque se deve, principalmente, a sua ampla utilizacéo na
produgao de proteina animal e ao volume significativo de residuos gerados apds o
processamento (Vieira et al., 2019). Além disso, o T. molitor foi o primeiro inseto
aprovado para consumo humano na Unido Europeia (Efsa NDA Panel, 2021), o que
favorece sua criagcado em larga escala e, consequentemente, a geragao de subprodutos
como as exuvias que sdo os fragmentos quitinosos liberados durante a muda, que

apresentam grande potencial de aproveitamento (Ravi et al., 2020).

Esses materiais sdo constituidos majoritariamente por proteinas, quitina e
minerais, caracteristicas que os tornam residuos de elevado interesse biotecnolégico
(Finke, 2007; Kim et al., 2014; Lin et al., 2021). Devido a esse perfil, eles podem ser
utilizados como substrato para a producdo de metabdlitos de valor agregado. Nesse
contexto, enzimas quitinoliticas e proteoliticas assumem papel central, ndo apenas na
valorizagao desses residuos, mas também na promog¢ao do controle de fungos e insetos
em culturas agricolas (Ramiriz et al., 2010; Fontes; Valadares-Inglis, 2020; Wang et al.,
2021).

As quitinases modificam a estrutura polimérica da quitina, liberando quito-
oligossacarideos soluveis com propriedades bioativas que estimulam o crescimento
vegetal e inibem o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos (Liagat; Eltem, 2018;
Wang et al., 2021). De forma complementar, as proteases degradam proteinas
associadas a quitina, gerando peptideos bioativos com efeito antimicrobiano de interesse
agricola (Quah et al., 2023). Em ambientes naturais, fungos entomopatogénicos utilizam
esses mecanismos enzimaticos durante a colonizagéo do hospedeiro, ao reconhecerem
quitina e proteinas do exoesqueleto de insetos, desencadeiam uma cascata bioquimica
que culmina na producédo de quitinases e proteases, essenciais para a penetracao e

infeccdo (Wiermann, 2022).

O potencial dessas enzimas é evidenciado em diversos estudos aplicados. Lee et

al. (2021) demonstraram que Paenibacillus elgii TKU051 produz proteases em
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subprodutos quitinosos da pesca, valorizando residuos via conversdao microbiana. Em
outro estudo, Ghorbel-Bellaaj et al. (2011) otimizaram a produgao conjunta de proteases
(8.445,8 U/mL) e quitinases (82,8 mU/mL) por Bacillus cereus SV1 a partir de residuos
de camardo. Além disso, Bhattacharya et al. (2016) caracterizaram quitinases
termoestaveis e alcalino-tolerantes produzidas por Bacillus pumilus JUBCHO08, com 45%
de antagonismo contra Fusarium oxysporum. Resultados similares foram obtidos por
Aguiar (2020), que avaliou diferentes fontes de quitina em fermenta¢ées submersas por
Trichoderma asperellum, observando produgado significativa de quitinases e N-

acetilglucosaminidases, com variagdes relacionadas a origem da quitina.

A aplicagao desses residuos bioldgicos em processos fermentativos representa,
portanto, uma alternativa eficiente para a reducado do desperdicio e a valorizagdo de
materiais subutilizados, contribuindo para tornar a criagdo em larga escala de insetos

ainda mais sustentavel (Maciel, 2023).

3.4 Cultivo de Beauveria bassiana por fermentagao em estado sélido

Entre os microrganismos que se adaptam bem a FES, estdo os fungos
filamentosos, uma vez que a técnica simula seu habitat natural, possibilitando a
sintetizacdo de quantidades consideraveis de enzimas e seus metabdlitos (Farinas,
2015). A biotecnologia envolvendo esses fungos possui ampla relevancia industrial,
sendo aplicada em setores como nutricdo animal, industria farmacéutica, papel e
celulose, producédo de detergentes, téxteis, biocombustiveis e também na agricultura
(Teixeira, 2023).

O cultivo de fungos e leveduras é frequentemente empregado nesse tipo de
fermentacdo. Como esses microrganismos necessitam de niveis mais baixos de
atividade de agua (aw) para crescer, acabam sendo apropriados para esse sistema.
Além disso, os fungos filamentosos possuem propriedades estruturais e fisioldgicas que
facilitam o crescimento em substratos solidos e, como principal caracteristica deste

crescimento, tem-se a secrecdo de enzimas (Gomes et al., 2018). A morfologia dos



32

fungos filamentosos possibilita a colonizacéo eficiente da superficie do substrato e da
matriz em busca de nutrientes, o que resulta na secrecido elevada de metabdlitos e

enzimas (Barrios-Gonzales, 2012).

No caso dos fungos entomopatogénicos, que atuam por meio do contato direto
com o hospedeiro, utilizando seus conidios ou esporos como unidades infectantes, que
correspondem ao principio ativo dos bioinseticidas, a infecgcdo bem-sucedida depende
da atuagao de enzimas capazes de degradar os componentes do tecido do inseto, como
proteinas, quitina e lipidios (Pereira; Martins, 2016; Feng; Poprawski; Khachtourians,
1994).

Entre os diversos fungos entomopatogénicos estudados, destaca-se Beauveria
bassiana, agente de biocontrole mais utilizado contra artrépodes, devido a sua
capacidade de produzir estruturas de infecgdo e sintetizar um coquetel de proteinas,
enzimas, acidos organicos (principalmente acido oxalico, que enfraquece a integridade
da cuticula de insetos) e metabdlitos secundarios bioativos, responsaveis pela atividade

patogénica e pela viruléncia (Garcia-Estrada; Cat; Santamarta, 2016).

Um estudo conduzido por Santa et al. (2005) avaliou diferentes residuos, incluindo
batatas rejeitadas, cascas de café e bagagco de cana-de-agucar, sob condi¢des
controladas de temperatura, pH e umidade, com indculo inicial de 107 conidios/g de
matéria seca. A produgao maxima de conidios alcangou 1,07 x 10" conidios/g de matéria
seca no 10° dia de fermentacdo, evidenciando o potencial para a formulagcdo de

bioinseticidas e o aproveitamento de residuos agroindustriais.

Outro estudo, realizado por Guimaraes (2016), investigou a producao de conidios
e enzimas hidroliticas, como B-1,3-glucanase e quitinase, pelo fungo B. bassiana em
fermentacé&o solida utilizando diferentes substratos, como arroz, malte A, malte B e fibra
de algaroba. Apds 10 dias de incubagao, o fungo apresentou concentragdes de conidios
de 2,00 x 10° conidios/g em arroz, 1,22 x 10° conidios/g em malte A, 1,75 x 10° conidios/g
em malte B e 2,36 x 10° conidios/g em fibra de algaroba, com taxas de germinagao
variando de 90,04 % a 99,96 %. A atividade enzimatica foi mais expressiva nos
substratos malte A e malte B, com valores de 1,178 £0,021 U/g e 1,161 £0,019 U/q,
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respectivamente, evidenciando a correlagdo entre a atividade metabdlica do fungo e a

sintese enzimatica.

Esses resultados demonstram que a fermentacdo em estado sélido € uma
estratégia eficiente para maximizar tanto a produgcdo de conidios quanto a sintese
enzimatica de Beauveria bassiana. Tal abordagem assegura sua eficacia biolégica e
reforca seu potencial de aplicacdo no desenvolvimento de bioinseticidas sustentaveis e
em processos biotecnoldgicos.

3.5 Cultivo de Bacillus subtilis por fermentagao em estado soélido

Existem algumas espécies de bactérias que foram descritas como capazes de
produzir, com sucesso, enzimas em cultivo em estado solido, como por exemplo, Bacillus
subtilis, Bacillus thuringiensis e Lactobacillus sp. (Singhania et al., 2009). Outros
microrganismos, como as actinobactérias sao indicadas para o processo, uma vez que

apresentam como caracteristica a abundante colonizacao de residuos sélidos.

A espécie Bacillus subtilis, pertencente ao género Bacillus e familia Bacillaceae, é
uma bactéria Gram-positiva, ndo patogénica, que recebeu o status GRAS (Generally
Regarded As Safe) pela US Food and Drug Administration (FDA), o que significa ser
segura para os seres humanos e animais, por isso ja vem sendo amplamente utilizada
para a produgado de enzimas extracelulares (Alves et al., 2018). A aplicagcdo desta
bactéria com finalidades industriais data de mais de mil anos, uma vez que a produgao
de natto por fermentagdo no estado sdlido da soja foi realizada pela primeira vez em
1982 no Japao (Schallmey et al., 2004).

O B. subtilis, quando submetido a um ambiente escasso em nutrientes, produz
uma estrutura distinta chamada esporo (Wang; Wang; Yang, 2017). Esses esporos
possuem grande resisténcia, podendo sobreviver a extremos de temperatura, sendo
amplamente utilizados como agentes de biocontrole contra pragas e doengas agricolas
(Kloepper; Ryu; Zhang, 2004; Pereira et al., 2017).
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Estudos demonstram, por exemplo, que a aplicagao de B. subtilis em campos de
arroz foi eficaz no controle do inseto-praga Cnaphalocrocis medinalis, promovendo
redugao na taxa de sobrevivéncia larval e aumento da germinagao das sementes (Zhang
et al., 2021). Além do efeito sobre pragas e doencgas, B. subtilis também contribui
diretamente para o crescimento vegetal por meio da produgao de acido indol-3-acético
(AIA), sideroforos e enzimas que solubilizam nutrientes do solo, favorecendo processos
fisioldgicos como enraizamento e absor¢ao de nutrientes (Prado et al., 2016; Tamezzo
et al., 2016). Dessa forma, esse microrganismo representa uma alternativa sustentavel
e eficaz tanto no manejo integrado de pragas quanto na promog¢ao do desenvolvimento

vegetal.

Diversos estudos evidenciam a eficacia da fermentagcao em estado sélido (FES)
para a producado de enzimas por Bacillus subtilis utilizando substratos agroindustriais.
Ornela et al. (2020) investigaram a produgédo de quitinases por B. subtilis em FES,
empregando residuos da industria pesqueira, como cascas de camarao, como substrato.
Os resultados indicaram a viabilidade do uso desses residuos para a producao de

enzimas com potencial antifungico.

De forma complementar, Soares et al. (2005) demonstraram que B. subtilis isolado
foi capaz de produzir protease extracelular em FES utilizando torta de soja como meio
de cultivo. A concentragdo 6tima de inéculo foi de 0,7-2,0 mg/g, com atividade maxima
de 960 U/g e produtividade de 15,4 U/g-h, evidenciando a eficiéncia do substrato para a

producdo enzimatica.

Além disso, Prado et al. (2016) analisaram diferentes microrganismos em FES e
observaram que as cepas de B. subtilis se destacaram na producdo de auxinas
indolacéticas (AIA) utilizando substratos como bagago de mandioca, farelo de soja e
trigo, demonstrando o potencial desse microrganismo em favorecer o crescimento

vegetal e reforgcando sua relevancia em bioprocessos sustentaveis.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutencgao dos microrganismos

A cepa de Bacillus subtilis 93 (Bs) foi gentilmente disponibilizada pelo Laboratério
de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). A linhagem de Beauveria bassiana (Bb) foi isolada

a partir de produto comercializado pela empresa de bioinsumos AGRINOR Fertilizantes.

Os microrganismos foram preservados no Laboratério de Microbiologia do Instituto
Federal de Sao Paulo, Campus Avaré. As culturas foram mantidas em slants de agar
nutriente (NA), no caso de Bacillus subtilis, e agar batata dextrose (PDA), no caso de
Beauveria bassiana, ambas foram recobertas com vaselina liquida e armazenadas sob
refrigeracéo a 5 °C. Para assegurar a viabilidade das culturas, os slants foram repicados

semestralmente.

4.2 Preparo do material quitinoso

Os materiais quitinosos provenientes do cultivo de larvas de Tenebrio molitor
foram fornecidos pela empresa AGRIN — Criacdo e Comércio de Insetos. Apds a coleta,
o material foi submetido a secagem em estufa com circulagdo forgcada de ar, a
temperatura de 70 °C, até a obtengao de peso constante. Em seguida, foi triturado em
moinho de uso geral, peneirado em malha com abertura de 600 ym e acondicionado em
embalagens plasticas, sendo posteriormente armazenado a -18 °C até o momento de

sua utilizagao.

A capacidade de retengdo de agua (CR) do material quitinoso foi determinada
utilizando 1 g do material, previamente acondicionado em tubos Falcon de 15 mL com
fundo cbnico previamente perfurado. Os tubos foram acoplados individualmente a
provetas de 10mL, sendo o ensaio conduzido em ftriplicata. Em seguida, foram
adicionados 7,5 mL de agua destilada a cada tubo, e o liquido percolado foi coletado nas

provetas ao longo de 24 horas (adaptado de Mdller, 1964).
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Apoés esse periodo, determinou-se a quantidade de agua retida pelo material,
expressa como volume de agua absorvida por unidade de massa do material seco. A CR

foi entdo calculada com base na Equacgao 1

CR (%) — adgua retida (mL) x 100% 1

massa de material (g)

4.3 Preparo dos inéculos para as fermentagoes

Para a obtencao dos in6culos de Bacillus subtilis, foram utilizadas placas de Petri
contendo agar nutriente, nas quais o microrganismo foi inoculado por meio da técnica de
recobrimento, com o objetivo de obter crescimento confluente, conforme ilustrado na
figura 2. O processo de estriamento foi realizado utilizando um swab estéril, em seguida
as placas foram incubadas a 28 °C por 48 horas, a fim de garantir o desenvolvimento

adequado do microrganismo.

FIGURA 2 - Esquema de estrias para recobrimento da superficie do agar para preparo do inéculo
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Fonte: Autoria prépria, 2024

Para a Beauveria bassiana, foram utilizadas placas de Petri contendo agar PDA,
aplicando-se a mesma técnica de recobrimento utilizada para o microrganismo anterior,
com o objetivo de se obter crescimento confluente. As placas foram incubadas a 28 °C

por 96 horas.
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4.4 Cultivo dos microrganismos no material quitinoso por fermentagao em estado
sélido

Para a realizagdo da fermentagéo, o material quitinoso foi umedecido com agua
destilada, na proporcéo indicada pela CR. Em seguida, 18 g do material umido foram
transferidos para frascos erlenmeyer de 250 mL. Os frascos foram autoclavados a 121 °C

por 15 minutos. A figura 3 apresenta o material antes e apos a umidificagao.

FIGURA 3- Material quitinoso (a) seco e (b) umedecido

(a)
Fonte: Autoria prépria, 2024.

Apoés o resfriamento, os frascos foram inoculados com trés cilindros de agar
(0,6cm de diametro), cujas superficies estavam completamente recobertas pelo
microrganismo de interesse, como pode ser observado na figura 4. Em seguida, foram
incubados a 28 °C por 240 horas. Os ensaios foram realizados em triplicata. A figura 5

apresenta os frascos recém-inoculados com Beauveria bassiana.
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FIGURA 4- Placa de Beauveria bassiana com cilindros de agar, de 0,6 cm de diametro, cortados

Fonte: Autoria prépria, 2024.

FIGURA 5- Frascos inoculados com Beauveria bassiana

Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.5 Extragao de enzimas extracelulares e microrganismos

Apos o periodo de incubacgao, foi realizada a extragdo dos microrganismos e das
enzimas extracelulares produzidas. Para isso, adicionaram-se 50 mL de agua destilada
aos meios de cultivo, que foram homogeneizados com bastao de vidro e mantidos sob
agitagao a 200 rpm, por 40 minutos, a 28 °C. O extrato foi entao filtrado utilizando funil e

gaze estéril para remogao de solidos e microrganismos. O filtrado resultante foi
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denominado extrato fermentado bruto (EFB), o qual foi mantido a -18°C até o momento

da analise. A figura 6 apresenta o processo de extracao.

FIGURA 6 - Extrato filtrado utilizando funil e gaze estéril

=Y E—— ‘3

Fonte: Autoria prépria, 2024.

O extrato fermentado bruto de quitina com Beauveria bassiana foi denominado
EFB Q Bb. O extrato obtido a partir da fermentagdo de quitina com Bacillus subtilis foi
denominado EFB Q Bs. Além disso, foi realizado o mesmo procedimento experimental,
substituindo-se o material quitinoso por arroz tipo 1, na propor¢ao 1:1, por se tratar de
um substrato comumente utilizado no cultivo de microrganismos devido ao seu baixo
custo e a sua composicao favoravel ao crescimento microbiano, o extrato resultante da
fermentacdo com Beauveria bassiana recebeu a denominacdo EFB A Bb. Por fim, o
extrato obtido apenas do material quitinoso, sem a inoculagdo de microrganismos, foi

denominado EFB C, sendo utilizado como branco.

Os extratos enzimaticos foram avaliados quanto a atividade de proteases e
quitinases, além da realizagdo da contagem de esporos viaveis de Bacillus e de
propagulos de fungos presentes. A parte soélida denominada Produto fermentado bruto
(PFB), foi utilizada para outro projeto de pesquisa. A figura 7 ilustra o fluxograma
simplificado da metodologia de obtencao dos extratos fermentados brutos e do produto

fermentado bruto.
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FIGURA 7- Fluxograma da obtencao do extrato fermentado bruto (EFB)
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.6 Quantificagao dos microrganismos

4.6.1 Quantificagdo de esporos de bactérias nos EFBs

A contagem de esporos de Bacillus subtilis foi realizada conforme metodologia
adaptada de Monnerat et al. (2020). Uma aliquota de 1,5 mL da amostra, sem diluigao,
foi transferida para um tubo tipo Eppendorf e submetida a choque térmico em banho-
maria a 80 °C por 12 minutos, seguido de resfriamento em congelador por 5 minutos,

com o objetivo de eliminar células vegetativas e preservar apenas 0s esporos.

Apos esse processo, foram realizadas diluicdes decimais seriadas das amostras
em tubos contendo solugéo salina estéril (0,85% m/v), acrescida de 0,05% (m/v) de
polisorbato 80. Em seguida, 100 uL da diluicdo desejada foram semeados, em duplicata,
na superficie de placas de Petri contendo agar nutriente suplementado com sais (0,1%
extrato de levedura, 0,1% KH,PO,, 2% agar nutritivo e 10 mL/L de uma solugao salina
composta por 1% CaCOs;, 1% MgS0O,-7H,0, 0,1% FeSO,-7H,0, MnSO,-H,0 e 0,1%
ZnS0,-7H,0).



41

As placas foram incubadas em estufa a 28 °C por 48 horas, sendo entéo realizada
a contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC). O numero de UFC por mililitro

(UFC/mL) da amostra foi determinado conforme a equacéo 2.

UFC numero médio de colonias nas placas*fator de dilui¢io
Esporos |—) = eq.2

mL volume de amostra semeado (mL)

4.6.2 Quantificagdo de propagulos de fungos nos EFBs

Foi realizada a diluicdo decimal seriada da amostra em tubos contendo solugéo
salina estéril (0,85% m/v), acrescida de 0,05% (m/v) de polisorbato 80. Em seguida,
foram semeados 100 pL da diluigdo desejada em duplicata em placas de Petri contendo
agar PDA. Apds o espalhamento com alga de Drigalsky, as placas foram incubadas em

estufa a 28 °C por 96 horas.

Apos o periodo de incubacgéo, foi realizada a contagem das unidades formadoras
de colénia (UFC). A quantificagdo das UFC por mililitro (UFC/mL) da amostra seguiu a

mesma equacao utilizada na analise anterior (equagéo 2).

Além das andlises quantitativas utilizadas para determinar o numero de
microrganismos viaveis nos extratos da fermentagdo, foram realizadas analises
qualitativas de coloragcdo de Gram e esporos, seguindo as metodologias descritas na

sequéncia.

Para coloragdo de Gram, primeiramente foi feito um esfregaco da amostra em
l&amina para microscopia limpa. O esfregaco foi fixado utilizando um bico de Bunsen e,
apos o resfriamento das laminas, foi feita a coloracdo. Primeiramente as laminas foram
recobertas por 1 min como solugdo de cristal violeta (1%), sendo este removido por
lavagem com agua corrente. Na sequéncia, as laminas foram recobertas por 1 min com
solugdo de lugol fraco (0,3%). Apds a remocgao do lugol com agua corrente, foi feita a

lavagem das Iaminas com solug&o alcodlica de acetona (30%). Por fim, as [daminas foram
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recobertas por 30 segundos com solugéo de fucsina fenicada e novamente lavadas em
agua corrente. Apos secas naturalmente, foram levadas ao microscopio Optico para

observacao.

A coloracdo de esporos de Bacillus spp. foi realizada conforme descrito por
Ammons e Rampersad (2002), sendo utilizada solugdo 0,133% (m:v) de azul de
Coomassie em acido acético 50% (v:v) para recobrir as laminas, ja fixadas, por um
minuto. Na sequéncia o corante foi removido com &gua corrente e apos secas

naturalmente, foram levadas ao microscopio Optico para observagao.

4.7 Quantificagao da atividade proteolitica nos EFBs

A atividade de proteases foi determinada utilizando como substrato da reagao
enzimatica a azocaseina, de acordo com Charney e Tomarelli (1947), com modificagdes.
A mistura reacional contendo 0,5 mL de azocasein (Sigma) 0,5% (m:v), pH 7,0, e 0,5 mL
de solugao enzimatica, previamente diluida, foi incubada por 40 min a 50°C. A reacéao
foi, entdo, paralisada com a adi¢cdo de 0,5 mL de TCA 10% (m:v) e a mistura centrifugada
a 10000 rpm por 15 min, 20 °C. Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi, entao,
neutralizado com 1,0 mL de KOH 5 M.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) sera definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia a 428 nm de 0,01 nas condi¢des

experimentais.

4.8 Quantificagao da atividade quitinolitica nos EFBs

A quantificagdo da atividade quitinolitica foi realizada conforme Schmaltz (2020).
A quitina coloidal foi preparada a partir de 20 g de quitina de crustaceo dissolvida em 200
mL de HCI concentrado, sob agitagdo por 15 minutos a 40°C. Em seguida, foram

adicionados lentamente 2 L de agua gelada para promover a precipitagao da quitina, que
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foi recolhida por filtracdo a vacuo em papel filtro qualitativo. O material foi lavado com

agua destilada até atingir pH 5,0 e, posteriormente, liofilizado.

A reacao enzimatica foi conduzida em tubos plasticos de 5 mL contendo 500 pL
de solucdo de quitina coloidal a 1% (m/v) em tamp&o acetato 50 mM, pH 7,0, e solugéo
enzimatica (EFB), incubados a 40°C por 1 hora. Em seguida, foi realizada a
quantificagdo dos agucares redutores liberados pelo método de DNS (Miller, 1959),
utilizando N-acetilglucosamina como padrdao. Um controle negativo foi preparado

interrompendo a reagdo com o reagente DNS logo no inicio da incubagao.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 ymol de N-acetilglucosamina por mililitro por minuto de reagéao.

4.9 Analises do efeito dos EFBs no tratamento de feijao (Phaseolus vulgaris L.)

4.9.1 Germinagao na estufa em bandejas para Mudas

As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos com capacidade para 1
kg, sendo que cada saco recebeu 2,0 mL de um EFB especifico para cada 300 g de
sementes, conforme figura 8. Os sacos foram fechados e agitados vigorosamente por
aproximadamente 2 minutos para assegurar a homogeneizagdo. Em seguida, as
sementes foram espalhadas em bandejas plasticas e secas a temperatura ambiente por
2 horas dentro do fluxo laminar, ilustrado na figura 9. Agua destilada foi utilizada como

controle.
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FIGURA 8- Sacos utilizados para os tratamentos das sementes

Fonte: Autoria prépria, 2024.

FIGURA 9- Sementes espalhadas na bandeja para secar

TN

Fonte: Autoria prépria, 2024.

Os ensaios foram montados em bandejas com substrato umido, nas quais foram
plantadas 25 sementes a 3 cm de profundidade, sendo o experimento realizado em
duplicata para cada tratamento, conforme ilustrado na figura 10. Nesta etapa, foram
considerados os extratos de quitina fermentada com Beauveria bassiana (EFB Q Bb), a
quitina fermentada com Bacillus subtilis (EFB Q Bs), o arroz fermentado com Beauveria
bassiana (EFB A Bb) e o material quitinoso sem inoculagao, utilizado como controle (EFB
C). As bandejas foram mantidas na estufa do IFSP — Campus Avaré e irrigadas trés

vezes ao dia durante 15 dias.
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FIGURA 10 - Preparo do substrato e plantio das sementes, respectivamente
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

Para as analises, foram avaliados o indice de emergéncia e as caracteristicas de
crescimento das plantulas. O indice de emergéncia foi calculado pela razdo entre o
numero de plantulas emergidas e o numero total de sementes semeadas, multiplicado

por 100, conforme a equacgao:
Indice de emergencia (%) = % X 100 eq.3
t

Onde N,.é o numero de plantulas emergidas e N;& o numero total de sementes

semeadas.

Considerou-se como planta emergida aquela cuja parte aérea se tornou visivel
acima da superficie do substrato. Além disso, foram medidos o comprimento da parte
aérea, o comprimento da raiz e o volume radicular, sendo este ultimo determinado pelo
deslocamento da coluna d’agua. A figura 11 ilustra os procedimentos adotados para

essas medicoes.
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FIGURA 11- Medicao do (a) volume das raizes e do (b) comprimento das plantas

COMPRIMENTO DA
PARTE AEREA

(a)
Fonte: Autoria propria, 2024.

4.10 Analise do efeito dos EFB na pulverizagao e tratamentos de sementes de
feijao (Phaseolus vulgaris L.) no campo.

4.10.1 Preparo dos canteiros e procedimento de pulverizagéo.

Foram avaliados o cultivo de feijdes em canteiros com solo preparado no sistema
convencional, considerando os efeitos dos EFBs aplicados tanto nas sementes quanto

na pulverizacéo das plantas.

Durante o desenvolvimento da cultura, foi feita uma avaliagdo semanal da
incidéncia de insetos-pragas nos canteiros, bem como uma analise do indice de
germinagao, do comprimento da parte aérea e da raiz, e do volume das raizes, medido

por deslocamento de coluna d'agua, ao final do processo.

O preparo do canteiro foi realizado em uma area experimental do proprio campus,
onde inicialmente, a area foi demarcada com dimensdes de 1,0 m de largura por 2,0 m
de comprimento. O solo foi preparado manualmente, comegando com a capina para
remover a vegetagao existente e residuos superficiais e, em seguida, foi nivelado visando

garantir uma superficie uniforme e adequada para o plantio.



47

O experimento foi conduzido em um delineamento totalmente casualizado, com 3
tratamentos em triplicata, totalizando nove parcelas. Os extratos utilizados foram aqueles
que apresentaram melhor desempenho nas germinagées em bandejas, utilizando o
mesmo modo de tratamento de sementes. Cada parcela foi composta por duas linhas,
onde em cada linha, foram plantadas 20 sementes, a uma profundidade de 5 cm. As

plantas foram irrigadas duas vezes ao dia, durante 30 dias.

A pulverizagéo foi realizada com o EFB Q Bb, duas vezes durante a fase
vegetativa (logo apds a emergéncia das plantulas e apos o surgimento da primeira folha
tripla) com pulverizador manual, sempre ao final da tarde, quando os niveis de radiagao
solar apresentavam menor intensidade, conforme figura 12. A area foi submetida a uma
carga microbiana de 1 x 10" unidades formadoras de colbénia (UFC) por hectare

cultivado.

Para este experimento, foram adotadas as mesmas metodologias descritas
anteriormente, mantendo os critérios para a definigdo de planta emergida, bem como
para a avaliacdo do comprimento da parte aérea, do comprimento da raiz e do volume

radicular.

FIGURA 12 - Processo de pulverizagdo em campo com pulverizador manual

|

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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4.10.2 Verificagdo da colonizagao de raizes por B. bassiana

Amostras aleatérias simples de raizes de quatro plantas de cada tratamento foram
submetidas ao ensaio de recuperagao do fungo em seus tecidos, de acordo com Liu,
Yang e Wang (2022). As raizes foram cortadas em pedacgos de 0,5 cm de comprimento,
esterilizadas em solugdo de 1% de hipoclorito de s6dio por 5 minutos e, em seguida,
imersas em etanol a 75% por 1 minuto. Apds esse processo, os pedacos foram lavados
trés vezes com agua destilada estéril e inoculados em meio de cultivo PDA a 28°C. As
placas foram observadas diariamente para verificar o crescimento caracteristico de

Beauveria bassiana, até 15 dias.

4.11 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA de um fator com
auxilio do software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) versao
4.1.0, sendo realizadas comparagao de médias pelo teste Tukey com 95% de confianga.
A quantidade de plantas emergidas ou a germinacao foi avaliada pelo teste Qui-quadrado

com o mesmo nivel de confianga.

5 ANALISE DOS RESULTADOS
5.1 Capacidade de retengcao de agua do material quitinoso
A capacidade de retencao de agua pelo material quitinoso foi, em média, de 2,9

1,2 mL.g™'. Desta forma, para cada 1 g de material quitinoso, foram adicionados 2,9 mL

de agua, conforme figura 13.
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FIGURA 13- Medicao da capacidade de retengao de agua do material quitinoso

Fonte: Autoria prépria, 2024.

5.2 Avaliagao das fermentagoes

A tabela 1 apresenta as contagens de esporos obtidas nos diferentes extratos. O
EFB Bs apresentou resultados satisfatérios, com média de 2,35 x 10'° UFC/g de material
seco. As contagens de EFB Q Bb e EFB A Bb foram de 3,12 x 10° e 7,40 x 10® UFC/g,
respectivamente, também indicando boa viabilidade. Ja o EFB C nao apresentou
crescimento microbiano, o que indica auséncia de contaminacdo e confirmando a

eficacia do processo de esterilizag&o.

TABELA 1- Contagem média de esporos dos diferentes tratamentos com EFBs

Tratamento Concentracao de esporos (UFC g' de
substrato seco)

EFB Q Bs 2,35 x 10"

EFB QBb 3,12 x 10°

EFB ABb 7,40 x 108
EFB C 0

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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As figuras 14 e 15 apresentam o crescimento dos microrganismos apos 240 horas
de incubagao. Observa-se o desenvolvimento de Beauveria bassiana e de Bacillus
subtilis, evidenciando as diferengas morfoldgicas caracteristicas de cada microrganismo

ao final do periodo de cultivo.

FIGURA 14 - Crescimento do Beauveria bassiana ap6s 240h de incubacgéo

Fonte: Autoria prépria, 2024.

FIGURA 15- Crescimento do Bacillus subtilis apés 240h de incubagao

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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As figuras 16 e 17 apresentam as microscopias Opticas para as coloragdes de
Gram e esporos feita com os extratos fermentados brutos de B. subtilis e B. bassiana
cultivada em material quitinoso, onde observa-se a presenca de células vegetativas e

esporos caracteristicos dos microrganismos de interesse.

FIGURA 16- Coloracéao de (a) esporos e (b) coloracdo de Gram para o EFB de Beauveria bassiana.
Aumento de 1000x

(a) (b)

Fonte: Autoria prépria, 2024.

Figura 17- Coloragao de (a) esporos e (b) Gram para o EFB de Bacillus subtilis. Aumento de
1000x

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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5.3 Avaliacao da atividade proteolitica e quitinolitica nos EFB

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos na atividade proteolitica e quitinolitica,

para todos os EFBs.

TABELA 2- Atividade proteolitica dos EFBs. Letras sobrescritas iguais indicam que nao
houve diferenca significativa entre as amostras pelo teste Tukey com 95% de confianga.
As comparagdes foram realizadas por atividade enzimatica

Extrato Enzimatico Bruto Atividade Proteolitica Atividade Quitinolitica
(Ug (UKg™)
EFB Q Bb 34,75 £ 2,842 11,64 + 0,908
EFB ABb 5,73 £+ 0,584 2,55+ 1,74¢
EFB Q Bs 29,70 £ 0,28° 24,88 + 3,547
EFB C 16,64 + 1,61°¢ 1,44 + 0,82C

Fonte: Autoria prépria, 2024.

O EFB Q Bb apresentou a maior atividade proteolitica, seguido pelo EFB Q Bs,
enquanto o EFB A Bb apresentou a menor atividade, evidenciando a influéncia do tipo

de substrato na produgao enzimatica.

Quanto a atividade quitinolitica, o EFB Q Bs apresentou o valor mais elevado,
indicando que Bacillus subtilis € eficiente na degradacdo de quitina, sobretudo em
substratos ricos nesse polimero, no entanto EFB A Bb e EFB C apresentaram as
menores atividades. As diferencas observadas entre os extratos foram estatisticamente

significativas, conforme o teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados indicam que a escolha do microrganismo e do substrato é

determinante para direcionar a producdo enzimatica. Observou-se que a atividade
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proteolitica de B. bassiana cultivada em material quitinoso superou a de B. subtilis 93,
enquanto o contrario ocorreu para a producido de quitinases. Esses achados estdo em
concordancia com Wang et al. (2018), que relataram elevada produgao de quitinase por
Bacillus subtilis, e sao reforgados pelos estudos de Ribeiro (2006) e Sturmer (2003), que
destacam a influéncia do substrato na indugdo de enzimas hidroliticas por Beauveria

bassiana.

Quando comparado ao estudo de Maciel (2023), que obteve atividade proteolitica
de 100 U g™" de substrato seco apos 168 horas de fermentagao de material quitinoso de
larvas de Hermetia illucens utilizando Beauveria bassiana, observa-se que os valores
deste trabalho sé&o inferiores. No entanto, o autor ndo detectou atividade quitinolitica no
material fermentado, contrastando com os resultados deste estudo, que mostraram

producao expressiva de quitinases em EFBs de Bacillus subtilis.

5.4 Ensaio em bandejas para mudas

A figura 18 apresenta a porcentagem de emergéncia das sementes de feijdo ao
longo dos 15 dias de observacgao. A tabela 3 mostra os valores de volume e comprimento

das raizes, bem como o comprimento da parte aérea das plantulas.



54

FIGURA 18 - Porcentagem de emergéncia das sementes ao longo de 15 dias de cultivo
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

A emergéncia das plantulas iniciou por volta do quarto dia em todos os
tratamentos, com o maior incremento observado entre o sexto e o oitavo dia. Entre os
extratos, destacaram-se o EFB Q Bb e o EFB C, que atingiram aproximadamente 70%
de emergéncia, superando o controle com agua. O EFB Bs apresentou desempenho
intermediario, em torno de 60%, enquanto o EFB A Bb resultou na menor taxa de

emergéncia, proxima de 50%.

Esses resultados indicam que o EFB Q Bb e o EFB C favoreceram a emergéncia
das plantulas em relagdo a agua, sugerindo um efeito positivo dos microrganismos e
metabdlitos presentes nos bioinsumos sobre a germinagao e o desenvolvimento inicial
do feijoeiro. Esse efeito pode estar relacionado a presenca de quitina e seus derivados,
compostos reconhecidamente associados a promogao do crescimento vegetal e ao
aumento do rendimento das culturas (Chakraborty et al., 2020; Poveda, 2021), bem como
a acao endofitica e bioestimulante de Beauveria bassiana, capaz de favorecer a

emergéncia e o vigor das plantulas (Lima et al., 2022).
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TABELA 3 - Volumes das raizes, comprimentos das raizes e comprimento da parte
aérea, dos EFBs e agua como comparagao. Letras sobrescritas diferentes indicam que
houve diferenca significativa entre as amostras Tukey, com 95% de confianca. As
analises foram realizadas por variavel resposta.

Comprimento da Comprimento parte

Ensaio Volume da raiz (mL)
raiz (cm) aérea (cm)
EFB Q Bb 2,07 £ 0,732 14,59 + 4,78 9,63+ 1,48*
EFB A Bb 1,72 £ 0,682 14,54 + 5,392 7,72 + 1,458¢
EFB Q Bs 1,76 + 0,622 15,02 + 4,46° 8,61 + 1,308
EFB C 1,69 £ 0,522 14,29 + 3,292 8,563 + 1,478
AGUA 1,79 £ 0,632 15,73 + 5,582 6,82 + 1,22¢

Fonte: Autoria propria, 2024.

Nos resultados obtidos, o comprimento da raiz ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, indicando comportamento semelhante em todos os
casos. Situagao semelhante foi descrita por Oliveira (2024), em que o comprimento da
raiz dos feijoeiros ndo variou significativamente entre os tratamentos, enquanto o volume
radicular apresentou incremento com os residuos fermentados por Bacillus subtilis 93.
Assim, embora em ambos os trabalhos o comprimento da raiz ndo tenha sido sensivel a
aplicacdo dos EFBs, observa-se que o volume radicular pode ser estimulado pela

presenca de residuos fermentados, conforme reportado por Oliveira (2024).

Por outro lado, a variavel que apresentou diferengas significativas no presente
estudo foi o comprimento da parte aérea, com destaque para os tratamentos EFB Q Bb
e EFB Q Bs, que obtiveram as maiores médias, enquanto o controle com agua

apresentou o menor desempenho. Esse resultado sugere que o material quitinoso
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fermentado pode atuar como promotor de crescimento vegetal. Resultados semelhantes
foram relatados por Oliveira et al. (2016), que observaram aumento da massa seca da
parte aérea e radicular de sementes de feijao inoculadas com B. subtilis, e por Lima et
al. (2022), que verificaram que a inoculagdo do microrganismo mitigou o estresse

térmico, promovendo incremento da biomassa da parte aérea.

Adicionalmente, estudos com Beauveria bassiana demonstram que este fungo
entomopatogénico pode atuar como endéfito em feijdo, promovendo crescimento tanto
da parte aérea quanto do sistema radicular, dependendo da cepa, do método de
aplicacao e do substrato utilizado (Liberada, 2022). Embora os efeitos radiculares sejam
variaveis, o aumento do comprimento da parte aérea observado neste estudo é
consistente com os efeitos bioestimulantes relatados para B. bassiana, reforgcando a
hipotese de que residuos fermentados contendo microrganismos e metabdlitos

extracelulares podem favorecer o desenvolvimento inicial do feijoeiro.

Dessa forma, embora ndo tenham sido verificadas diferengas no sistema radicular,
os incrementos observados na parte aérea indicam o potencial de aplicacdo dos EFBs
como estimulantes do crescimento inicial, corroborando os achados de Oliveira (2024) e
de outros autores que estudaram a inoculacao de B. subtilis e de Beauveria bassiana em
feijdo, os quais também relataram aumento da biomassa da parte aérea em condigbes

similares.

5.5 Analises no campo

Para a aplicagdo em campo, foi utilizado EFB Q Bb e EFB C, uma vez que
apresentaram o melhor desenvolvimento nas bandejas de germinacgao. Foi utilizada agua

como controle. Os resultados estao apresentados na tabela 4.

Durante o experimento, foram encontrados alguns insetos caracteristicos do
feijao. No entanto, foi possivel controla-los com a aplicagdo de EFB Q Bb, o que ajudou

a reduzir os impactos da praga.
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TABELA 4 - indice de germinagédo, volumes das raizes, comprimentos das raizes e
comprimento da parte aérea para os tratamentos EFB Q Bb, EFB A Bb e agua (controle),
avaliados no campo. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre
as amostras, conforme o teste Qui-quadrado para o indice de emergéncia e o teste de
Tukey para as demais variaveis, ambos com 95% de confianga.

Ensaio Emergéncia Volume da raiz Comprimento da Comprimento da
(%) (mL) raiz (cm) parte aérea(cm)
EFB Q Bb 642 0,67 +0,43° 11,74 + 4,592 7,11 £ 1,492
EFBC 5432 1,23 £ 0,472 11,01 £ 4,042 7,26 £ 1,412
AGUA 612 0,96 + 0,39° 6,82 + 1,222 7,06 + 1,472

Fonte: Autoria prépria, 2024.

Pelo teste do Qui-quadrado com 95% de confianga, ndo houve diferenca

significativa entre os ensaios para o indice de emergéncia.

Os volumes radiculares foram, em média, maiores nas plantas cujas sementes
foram tratadas com o EFB C, correspondente ao extrato do material quitinoso. A
fermentacdo com B. bassiana reduziu o volume meédio das raizes em relacdo ao
tratamento com agua. Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferencgas

significativas entre os tratamentos, conforme ilustrado na figura 19.
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FIGURA 19- llustracao da diversidade de plantas obtidas ap6s 30 dias de cultivo nas réplicas

experimentais de sementes tratadas com (a)EFB Bb, (b) EFB C e (c) agua.

(c)
Fonte: Autoria prépria, 2024.



59

5.6 Verificagao da colonizagao de raizes por B. bassiana

A colonizagcdo das raizes por Beauveria bassiana apresentou colonias
caracteristicas do microrganismo de interesse, mas a presengca de outros
microrganismos também foi observada. Dessa forma, n&o foi possivel verificar diferengas

entre os tratamentos. A figura 20 ilustra o crescimento microbiano ao redor das raizes.
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FIGURA 20- Colonizagao das raizes por Beauveria bassiana no cultivo nas réplicas experimentais
de sementes tratadas com (a)EFB Q Bb, (b) EFB C e (c) agua

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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5.7 Sintese dos resultados obtidos

A figura 21 apresenta uma sintese geral dos resultados obtidos nas diferentes
etapas experimentais. Nela, estdo destacados os principais parametros analisados e o

desempenho dos tratamentos avaliados.

FIGURA 21- Sintese dos resultados experimentais obtidos para os diferentes parametros avaliados.

Parametro Sintese

Sistema radicular Maior valume em EFB C, fermentag&o com B. bassiana reduziu o volume comparado com agua.

Colonizagéo radicular Sem diferenca entre os tratamentos.

Controle de pragas Auséncia de pragas apds aplicacéo (qualitativo).

Desenvolvimento microbiano o Contagens satisfatorias em todos os EFBs
Atividade proteolitica o Maior producéo de protease por Beauveria bassiana.
Atividade quitinolfitica o Maior producéo de quitinases por Bacillus subtilis.
Indice de emergéncia o Fermentados EFB Q Bb e EFB C, superando o controle com dgua.
Bandeja Parte aérea o Maior crescimento em EFB Q Bb e EFB Q Bs.
Sistema radicular g Sem diferencga entre os tratamentos.
Indice de emergéncia 9 Sem diferenga entre os tratamentos.
Campo Parte aérea 8 Sem diferenca entre os tratamentos.
X
[ X)
V)

Fonte: Autoria prépria, 2024.

De modo geral, foi observado desenvolvimento microbiano satisfatério em todos
os EFBs. Os microrganismos avaliados apresentaram boa produgdo enzimatica, com
destaque para o EFB Q Bs, que exibiu a maior atividade quitinolitica. Esses resultados
indicam que essa cepa, ainda pouco explorada no contexto agricola, possui potencial

promissor, ampliando as perspectivas para novas pesquisas na area.

Os ensaios realizados em bandejas apresentaram efeito positivo na emergéncia
das plantulas e no crescimento da parte aérea em condigdes controladas. Por outro lado,
nos ensaios de campo, os efeitos foram menos expressivos, ndo havendo diferengas
significativas para a maioria das variaveis avaliadas. Entretanto, observou-se a auséncia
de pragas apos a aplicagédo, sugerindo um possivel efeito bioinseticida associado a

presenca de Beauveria bassiana.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou o potencial biotecnoldgico dos EFBs, obtidos a
partir do reaproveitamento de material quitinoso residual da criagdo de Tenebrio molitor,
evidenciando sua viabilidade como base para a produgdo de bioinsumos agricolas
sustentaveis. O material quitinoso mostrou-se promissor para fermentagdo em estado
solido, permitindo o desenvolvimento satisfatorio dos microrganismos de interesse, uma
vez que todos os EFBs apresentaram crescimento microbiano adequado e boa produgao
enzimatica. Destacaram-se o EFB Q Bs, com elevada atividade quitinolitica, e o EFB Q
Bb, com maior atividade proteolitica, reforcando a importancia da escolha do

microrganismo e do substrato para direcionar a produgao enzimatica.

Nos ensaios em bandejas, os tratamentos com EFB Q Bb e EFB C promoveram
maior emergéncia de plantulas, enquanto EFB Q Bb e EFB Q Bs favoreceram
significativamente o crescimento da parte aérea, evidenciando efeitos bioestimulantes
atribuiveis tanto aos microrganismos quanto aos metabdlitos extracelulares presentes
nos EFBs. Nos ensaios em campo, embora ndo tenham sido observadas diferencas
significativas no desenvolvimento das plantas, a pulverizagao evidenciou efeito positivo
no controle de insetos-praga tipicos da cultura, demonstrando o potencial bioinseticida

da aplicacao de Beauveria bassiana.

De forma geral, conclui-se que os objetivos do estudo foram alcangados, uma vez
que os EFBs demonstraram potencial bioestimulante para o crescimento inicial do
feijoeiro e agao protetora frente a pragas, especialmente em condi¢cbes controladas.
Esses achados reforcam a viabilidade do reaproveitamento de residuos quitinosos como
substrato para a produgdo de bioinsumos agricolas, alinhados aos ODS, e abrem
perspectivas para novas pesquisas sobre manejo sustentavel e aplicagdo de

microrganismos benéficos na agricultura.
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