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RESUMO

A insercao de insetos na alimentacdo humana e animal como fonte de proteinas
e a utilizagdo dos lipidios na obtengdo de biocombustiveis tem se apresentado como
uma opgao sustentavel para alimentar e gerar energia para a crescente populagéo
mundial. A produgdo massiva de insetos contribui para a degradacao de matéria organica
residual, no entanto, ainda ha a geragao de residuos, como as estruturas quitinosas
liberadas durante o crescimento. Esse material, entre outras aplicacbes, pode ser
utilizado no cultivo de microrganismos para produgcdo de enzimas proteoliticas com
aplicagdo em agentes bioldgicos de controle de pragas na agricultura e na obtencéo de
hidrolisados de quitina e proteinas com atividade biolégica. Portanto, neste trabalho
utilizou-se o material quitinoso oriundo da produgao de larvas de mosca soldado negro
(Hermetia illucens), conhecidas como BSF no cultivo de trés linhagens de
microrganismos para produgao de enzimas quitinoliticas e proteoliticas por fermentacao
em estado solido. O Bacillus thuringiensis demonstrou a maior capacidade de produgao
de protease, atingindo um notavel valor de 206,7£10,1 U/g e a maior produgdo de
quitinase foi obtida em material quitinoso acrescido de farelo, sendo 0,49+0,05 por

Bacillus thuringiensis.

Palavras-chave: Microrganismos, Insetos, Controle Bioldgico.



ABSTRACT

The inclusion of insects in human and animal food as a source of proteins and the
use of lipids to obtain biofuels has been presented as a sustainable option to feed and
generate energy for a growing world population. The massive production of insects
contributes to the manipulation of residual organic matter, however, waste is still
generated, such as chitinous structures released during growth. This material, among
other applications, can be used in the cultivation of microorganisms to produce proteolytic
enzymes with application in biological rule control agents in agriculture and in obtaining
chitin hydrolysates and proteins with biological activity. Therefore, in this work, chitinous
material from the production of black soldier fly larvae (Hermetia illucens), known as BSF,
was used in the cultivation of three strains of microorganisms to produce chitinolytic and
proteolytic enzymes by solid state fermentation. Bacillus thurigiensis demonstrated
greater protease production capacity, reaching a notable value of 206.7+10.1 U/g and the
highest chitinase production was obtained in chitinous material plus bran, being
0.4940.05 by Bacillus thuringiensis.

Key-words: Microorganisms, Insects, Biological Control.
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1. INTRODUGAO

A criacdo massiva de insetos para aplicagdo como fonte de proteina na
alimentacdo humana ou animal, bem como na obtencdo de biocombustiveis e
bioinsumos para a agricultura, tem se apresentado como uma alternativa sustentavel
com impacto positivo para a seguranga alimentar (FAO, 2015). No caso da criagao das
larvas de BSF (Hermetia illucens), ha o potencial de aproveitamento de residuos solidos
organicos (em decomposigado ou ndo) que podem ser convertidos em proteinas e lipidios
para alimentacdo humana e animal, para obtencdo de biocombustiveis, fertilizantes,
entre outros (Surendra et al., 2020; Karthikeyan et al., 2020).

Essa producgao de insetos apresentam as exuvias e as casca de pupas gerados
ao longo do desenvolvimento das larvas e apd6s a pupa se tornar o inseto adulto,
respectivamente, constituindo residuos da criagao (Soetemans et al., 2020; Surendra et
al., 2020; Ravi et al., 2020). Esses materiais sdo constituidos majoritariamente por
proteinas, quitina e minerais e, no caso da BSF (Hermetia illucens), se apresentam como
as estruturas com maior concentragao de quitina ao longo do ciclo de vida do inseto
(Soetemans et al., 2020; Lin et al., 2021).

Processos de conversdo de residuos ou subprodutos das agroindustrias é de
grande interesse mercadolégico, especialmente pensando em reduzir os impactos
ambientais do descarte desses materiais e de aproveitamento energético extremo
desses residuos (Rosa et al., 2011; Ravi et al., 2022).

A quitina € um polimero formado por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranos e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranos unidas por ligagdes glicosidicas do tipo -
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. Apresenta aplicagbes em diversas
areas, como na industria de alimentos, farmacéutica, cosmética, na agricultura, entre

outros (Azevedo et al., 2007), sendo associada ao estimulo de mecanismos de defesa
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de plantas contra o ataque de insetos e fungos fitopatogénicos (Iriti; Faoro, 2009; Ramiriz
et al., 2010).

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 dos mesmos (Fontes; Valadares-Inglis, 2020). Neste
contexto, enzimas quitinoliticas podem ser de grande utilidade para a inibigdo do
desenvolvimento de fungos e insetos em culturas agricolas, por exemplo (Ramiriz et al.,
2010; Fontes; Valadares-Inglis, 2020).

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, faciltando a colonizagdo do
fitopatbgeno ou mesmo, o acesso de substancias de controle (Halfeld et al., 2016;
Fontes; Valadares-Inglis, 2020; Boldoni et al., 2020). Outras aplicagdes sao encontradas
para estas enzimas, como no caso da obtengdo de compostos com atividade bioldgica,

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 sdlido quanto em fermentagdes submersas (Fleuri; Sato, 2008; 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). O material
quitinoso residual proveniente da criagcao de insetos pode ser uma alternativa de baixo

custo capaz de induzir tanto a produg¢éo de quitinase quanto de protease.

Beauveria bassiana, um fungo entomopatogénico, é capaz de produzir quitinases
e proteases em fermentagcdes em estado sélido (Suresh; Chandrasekaran, 1999; Sala et
al., 2022), da mesma forma, os Bacillus thuringiensis, uma bactéria amplamente utilizada
no controle bioldgico de insetos em produgdes agricolas (Chaiharn et al., 2013; Marinez-
Zavala et al., 2020), também sao produtores das enzimas em fermentacdo em estado

solido.
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Assim, a producdo de enzimas protease e quitinase através do cultivo de
microrganismos, empregando material quitinoso residual de exuvias de larvas e cascas
de pupa da BSF (Hermetia illucens) como substrato, surge como uma estratégia
promissora para atenuar significativamente os custos envolvidos na produgdo de
enzimas, custos estes que podem responder por quase um ter¢co do custo total
(Ravindran et al., 2018).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto foi o de verificar a produ¢do de enzimas quitinoliticas e
proteoliticas por microrganismos cultivados em residuo quitinoso da criagao de larvas da
mosca soldado negro (Hermetia illucens), usualmente chamada de BSF, colaborando
com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU, em especial o ODS 2 (Fome

zero e agricultura sustentavel) e ODS 12 (consumo e produgao sustentaveis).

2.2 Objetivos Especificos

a) Preparar e caracterizar o material quitinoso proveniente da cultura massiva
de larvas de BSF (Hermetia illucens);

b) Cultivar e manter os microrganismos (B. thuringiensis, B. bassiana,
Cellulosimicrobium cellulans) em meios de cultura especificos;

c) Cultivar os microrganismos por fermentagdo em estado sdlido, nas
condigbes otimas de crescimento de cada microrganismo, utilizando como
substrato o material quitinoso;

d) Quantificar a atividade enzimatica de quitinases e proteases.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Controle Biolégico de pragas agricolas

O controle bioldgico de pragas agricolas é uma metodologia empregada para
reduzir a populagao de plantas, animais ou fitopatdgenos que atingem os cultivos em
niveis economicamente inaceitaveis, transformando-se em pragas. Nesse contexto, os
inimigos naturais dessas pragas podem ser utilizados de forma eficaz e segura no
manejo integrado de pragas, sendo introduzidos nos sistemas de cultivo como uma

alternativa ao uso de produtos quimicos (Fontes; Valadares-Inglis, 2020; Biomed, 2013).

O controle biolégico ja ocorre de forma natural nos ecossistemas, ndo sendo
necessaria a agao da atividade humana, no entanto, este pode ser manipulado pelo
mesmo para solugédo dos problemas acentuados da agricultura, e dentre as estratégias
que podem ser empregadas para manipulagao do controle bioldgico, estdo o controle por
importagcdo, aumento ou conservagao dos inimigos naturais (Fontes; Valadares-Inglis,
2020; Biomed, 2013).

Desta forma, o controle bioldgico torna-se uma abordagem favoravel para o
manejo de pragas e doengas na agricultura, promovendo a sustentabilidade agricola, e

criando um ambiente ecologicamente correto (Tariq et al., 2020).

No Brasil, o primeiro agente de controle de pragas foi introduzido por meio da
importacao do parasitoide Prospaltella berlesei, vindo dos Estados Unidos em 1921, para
o controle de Pseudaulacaspis pentagona, conhecida como cochonilha escama-branca.
Posteriormente, outros agentes de controle foram introduzidos por meio de diversos
meétodos de manipulagcdo, como Diachasmimorpha longicaudata, introduzido em 1994
para o controle da mosca-da-fruta, e Agenia spiscitricola, introduzido em 1997 para o

controle do minador-dos-citros (Biomed, 2013).

Atualmente, ha evidencias de diversos casos de sucesso no controle de pragas
da agricultura utilizando inimigos naturais no Brasil, dentre eles podem ser citados o uso

de Diatrea saccharalis com taquinideos nativos e posteriormente com o parasitoide
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introduzido de Trinidad-Tobago, Cotesia flavipes, para o controle bioldégico da broca da
cana-de-agucar, o controle da traca do tomateiro, Tuta absoluta, pelo parasitoide
Trichogramma pretiosum, importado da Colémbia, como também a utilizagdo de
Trissolcus basalis e Trichogramma spp. para o controle de pragas de percevejo da soja,

bem como diversos lepidopteros praga de diversas culturas (Capalbo; de S&, 2006).

No ambito dos inimigos naturais microbianos ha exemplos de diversas aplicagbes
com virus, fungos e bactérias, por exemplos, o virus Bacilovirus anticarsia para o controle
de lagarta de soja, o Erinyiis ello virus do mandarova da mandioca e o virus Spodoptera
frugiperda da lagarta do cartucho-do-milho. Os fungos e bactérias entomopatogénicos
também apresentam potenciais significativos no controle de pragas. No Brasil os
principais fungos estudados sdo Metarhizium anisopliae e B. bassiana e, no caso das
bactérias, B. thurigiensis (Capalbo; de Sa, 2006).

Segundo divulgagcdo da Anvisa, publicado em janeiro de 2023, o numero de
aprovagodes de produtos biolégicos para o controle de pragas e doengas da agricultura
foram de 157 pedidos em 2022, um aumento de 70% quando comparado com os pedidos
concluidos no ano anterior, crescimento expressivo, como pode ser demonstrado no

Figura 1.
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Figura 1 - Quantidade de produtos bioldgicos aprovado pela Anvisa no periodo de 2016-
2022.

Evolugdo de Produtos Formulados de Baixo Impacto aprovados pela Anvisa
2016 - 2022
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Fonte: Relatério de Publicagio da GGTOX
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Além do aumento expressivo de registros de produtos bioldgicos, ha o avango
financeiro neste mercado, sendo que sé em 2019 o mercado nacional movimentou R$
675 milhdes, crescimento na ordem de 15 % maior em relagdo a 2018. Com resultados
acima da expectativa média de crescimento internacional, e no mundo, a adoc&o de
biodefensivos pelos agricultores, movimentou em 2020 mais 5 bilhdes de ddlares, com
crescimento de 14,4% ao ano (Anvisa, 2023; CroplLife, 2021).

3.1.1 Controle biolégico de pragas agricolas utilizando Beauveria
bassiana

B. bassiana € um fungo entomopatogénico, com ciclo biolégico que permite

atuacao como um parasita facultativo, possui utilizacdo em escala comercial na producao
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de bioinseticidas em paises como Estados Unidos e México (Dalzoto; Uhry, 2009; Faria;
Magalhdes, 2001). No mercado brasileiro, até marco de 2023, havia 95 produtos
registrados como bioinseticidas a base de B. bassiana e 76 como bioacaricidas (Bettiol;
Medeiros, 2023).

No Brasil, B. bassiana € utilizada para fazer o controle de diversas pragas-insetos,
€ naturalmente encontrada no ar e no solo e ja foi relatada pela literatura cientifica que
as diversas linhagens do fungo exercem controle de importantes pragas na agricultura
(Dalzoto; Uhry, 2009).

O processo de infeccdo por B. bassiana, e em geral para os fungos
entomopatogénicos, ocorre através do contato do conidio com o tegumento do
hospedeiro, seguido pela germinagao do conidio e formagao do apressoério, havendo, em
seguida, a penetracdo da hifa, a qual se multiplica de forma rapida, atravessando a
cuticula e atingindo a hemolinfa dos insetos. Atingida a colonizagdo interna, inicia-se a
degradacao dos tecidos pelas toxinas produzidas pelos blastoporos, causando uma

infecgao generalizada, conforme expde a figura 2 (Fontes; Valadares-Inglis, 2020).

Figura 2 — Processo de infecgdo de insetos por fungos entomopatogénicos.
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Fonte: Elaborado por Marcela Pavan Bagagli (2023), utilizando o BioRender.
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Leite et al. (2003), utilizaram B. bassina para controle de Hedypathes betulinus,
uma praga da cultura de erva-mate, em formulagéo em 6leo com concentragéo de 107
esporos/mL, obteve resultado de 70,8 % de infectividade com tempo letal de 30,6 dias.
Borges et al. (2011), também avaliou a eficacia de B. bassina para controle de
Hedypathes betulinus concluindo que a utilizagdo do fungo na concentragdo de 107
conidios/mL representa uma medida eficaz para o manejo das populagdes da praga em

areas de cultivos intensos de erva-mate.

BOVERIL WP, um bioinseticida registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento sob o n° 4902, é um produto que possui como principio ativo esporos
do fungo B. bassiana, que atualmente possui atuagdo em culturas como morango, cana-
de-acgucar, hortaligas, seringueiras e floricultura, dentre outras aplicagées (Dalzoto; Uhry,
2009).

Soliman et al. (2010), realizaram testes utilizando BOVERIL SC, constatou, em
ensaios laboratoriais, a capacidade do produto de realizar o controle biolégico do
percevejo-bronzeado (Thaumastocoris peregrinus), praga do eucalipto, cultura florestal,
obtendo taxa de mortalidade de 97,5 % na concentragdo de 108 conidios/mL, a maior

concentragao do seu teste.

Lorencetti et al. (2018), que também avaliaram isolados de B. bassiana no
controle biolégico do percevejo-bronzeado, obtiveram resultados de taxa de mortalidade
variando de 37 a 80,1 %.

3.1.2 Controle biolégico de pragas agricolas utilizando Bacillus

thuringiensis

Bacillus € um género de bactérias aerdbicas e esporuladas, sendo as mais

utilizadas no controle bioldgico (Fontes, Valadaris-Inglis, 2020).

No Brasil, B. thuringiensis, uma das bactérias mais utilizada para o controle de

pragas, representa 44 de 263 produtos registrados como bionseticidades (Bettiol;
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Medeiros, 2023), possuindo aplicagdo em diversas ordens, tais como Lepidoptera,
Diptera, Hymenoptera e Coleoptera, além de nematoides, acaros e protozoarios (Galzer;
Azevedo-Filho, 2016; Bravo et al., 2005). Sdo naturalmente encontrados no solo,
residuos de graos, matéria vegetal, insetos entre outros. E uma bactéria que produz

cristais proteicos (Figura 3) durante a fase estacionaria ou de esporulagao.

Figura 3 — Esporos e inclusdes proteicas cristalinas bipiramidais de B. thuringiensis em

microscopia de contraste de fase (A) e microscopia eletrénica de varredura (B).

Figura: Ana Cristina Gomes

Fonte: Monnerat et al. (2020)

Os cristais proteicos, também chamado de proteina cristal ou d-endotoxina, sao
os principais atuadores no controle de pragas, devido suas propriedades inseticidas
especificas. Apos a ingestdo do cristal pelo inseto-alvo, estes se dissolvem, liberando
proteinas que interagem com receptores especificos destruindo a membrana do intestino
e permitindo a proliferagao das bactérias, levando o inseto a morte por um processo de
infeccdo generalizada, (Galzer; Azevedo-Filho, 2016; Valadares-Inglis, 2020). O

processo infeccioso pode ser observado na figura 4.
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Figura 4 — Etapas do mecanismo de agao das toxinas de Bacillus thuringiensis no

intestino de insetos-alvo.
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Fonte: Loguercio; Carneiro; Carneiro (2002) com modificacoes

Além, dos cristais, o B. thuringiensis também produz um grande numero de
exoenzimas que possuem aplicagdo no controle de pragas agricolas, desempenhando
um papel importante na patogenicidade a insetos, dentre elas estdo as quitinases e
proteases (Galzer; Azevedo-Filho, 2016; Goldenberg et al., 2007).

Becheleni; Campolino (2017) utilizaram B. thuringiensis no controle biolégico de
Spodoptera frugiperda, conhecida como lagarta do cartucho, aplicando a técnica de
bioensaio com 24 cepas, avaliando as eficiéncias toxicoldgicas e biolégicas. Uma cepa,
dentre as 24, obteve viruléncia de 75%, indicando que nem todas as cepas sao virulentas
e, que neste caso, a cepa que obteve maior taxa de mortalidade poderia ser utilizada

para o controle da lagarta do cartucho.

Brighenti et al. (2005) analisaram a eficiéncia da formulagcdo comercial de B.

thuringiensis var. kurstak no controle da tragca da cera (Galleria mellonella) via
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pulverizacdo, imersdo ou incorporagdo na dieta em diferentes concentracdes. Para
pulverizagéo, o biocontrole apresentou eficiéncia da taxa de mortalidade atingindo niveis
iguais ou superiores a 85 % quando utilizados 5 g/100 mL de agua, via imersao nos
favos, todas as concentragdes testadas foram eficientes, com mortalidade variando entre
85,2 % e 100 %, e via incorporagdo a dieta artificial, o melhor resultado foi na

concentragdes de 10 g/60 g de dieta, com taxa de mortalidade 83,8 %.

3.2 Protease e Quitinase no controle de inseto-praga

As proteases sdo enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas de proteinas (Lima,
2016). Este mecanismo pode auxiliar no controle biolégico de insetos, visto que as
proteases podem digerir as proteinas presentes na cuticula e sistema digestério destes,
sendo importantes no processo de penetragao dos microrganismos entomopatogénicos
(Fontes, Valadares-Inglis, 2020). Segundo Harrison; Bonning (2010), as proteases séo
candidatas légicas para utilizagdo como agentes inseticidas, tendo que a atividade
proteolitica possa atingir e destruir proteinas e tecidos essenciais a ponto de resultar em

mortalidade.

As proteases estao presentes em plantas, como mecanismo de defesas contra
insetos, e em patégenos microbiologicos. Por este grupo de enzimas apresentar efeito
toxicologico contra insetos, mesmo as proteases que nao evoluiram para desempenhar
esta fungao, quando em contato com insetos podem exercer efeito inseticida (Harrison;
Bonning, 2010).

Lee et al. (2021) utilizaram subprodutos quitinosos da pesca em fermentagao
liquida para producdo de protease por Paenibacillus elgii e aplicaram as proteases
resultantes da sua fermentacdo em diversos substratos proteicos visando observar o
grau de hidrélise obtido. Os resultados revelaram que o extrato enzimatico demonstrou
atividade variada em relagao aos diferentes substratos. Apresentou alta especificidade
para a caseina, alcangando 100%, seguido por 58,85% para a queratina. Ja para o p6
de casca de camarao, a especificidade foi baixa, atingindo 28,49%, enquanto para o pé
de cabeca de camardo foi de 24,1%. Em relagdo ao p6 de carne de camarao, a

especificidade foi mediana, atingindo 44,5%.
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As quitinases sdo enzimas que degradam a quitina, que é o polissacarideo
presente no exoesqueleto do inseto, logo as enzimas quitinoliticas apresentam uma
grande possibilidade de utilizagdo na producéo de bioinseticidas e biofungicidas para

controle biolégico de inseto-praga (Baldoni, 2016; Fontes; Valadares-Inglis, 2020).

Além de atuar contra insetos, as quitinases podem atuar também contra fungos
patdgenos de importancia agricola (Fleuri; Sato, 2005), visto que sua parede celular
contém quitina. Desta forma, torna-se vantajoso desenvolver um produto capaz de
combater simultaneamente insetos e fungos fitopatogénicos, (Nagpure; Choudhary;
Gupta, 2013).

Zhang et al., em 2014, conduziu um estudo sobre os efeitos parasitarios e letais
do Trichoderma longibrachiatum em Heterodera avenae, constatando seu potencial
como agente de controle biolégico contra nematoides formadores de galhas e
nematoides formadores de cisto em cultura de trigo (Triticum aestivum), por meio de
parasitismo direto em ovos e larvas. O estudo revelou um aumento nos niveis de enzimas
extracelulares, como quitinase e protease, possibilitaram a penetragdo do fungo nos ovos
e afetaram diretamente os componentes estruturais da casca, reduzindo, assim, a
quantidade de ovos capazes de eclodir. O fungo demonstrou, também, um forte efeito
inibitério na eclosdo de cistos produzidos por Heterodera avenae, uma vez que 0S
esporos cobrem completamente a superficie dessas estruturas, causando sua
destruicao. Isso provavelmente ocorre devido a producdo de enzimas, como quitinases,
que induzem alteragdes fisioldgicas nos cistos. Nas aplicagdes com uma concentragao
de 108 esporos/mL, foi observada uma taxa de parasitismo superior a 90% apos 18 dias

de tratamento.

Sujayanand et al. (2016) também concluiram que as quitinases apresentam
potencial contra insetos e nematoides, além de que, a associagdo com outras enzimas,
tais como proteases, apoia ou aprimora a atividade das quitinases, melhorando a

patogenicidade e a eficacia do biocontrole.
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3.3 Meios de cultivo para producao de enzimas proteoliticas e quitinoliticas

Proteases e quitinases podem ser obtidas através de fermentacdo em estado
soélido, semissolido e submersas (Baldoni, 2016; Castro et al., 2009; Barroncas, 2013),
por fungos e bactérias, apresentando vantagens para produtos formulados para

realizacao do controle biolégico (Fontes; Valadares-Inglis, 2020).

Meios de culturas para intensificar a produgéo de enzimas proteoliticas tem como
principal base fontes de proteinas, tais como caseina, peptona, gelatina, conforme
demonstra o estudo de Lario et al. (2020), a fim de otimizar a produgdo de enzimas
proteoliticas por Rhodotorula mucilaginosa através de fermentacdo em batelada em
biorreatores de 3L, observaram o melhor resultado, em termos de atividade proteasica,
utilizando meio que continha 2,5 g/L de triptona de caseina, 2,5 g/L de peptona de tecido

animal e 2,5 g/L peptona da gelatina.

Como forma alternativa, a valorizagao de residuos agroindustriais tem sido uma
fonte viavel para produgao destas enzimas. Castro et al. (2015) avaliaram a produgao de
proteases por Aspergillus niger, utilizando residuos agroindustriais, através de
fermentacdo em estado s6lido, bem como a variagao das propriedades bioquimicas das
proteases em resposta a cada substrato, e concluiram que a producao de protease por
A. niger pode ser regulada pelo residuo agroindustrial, e maiores teores de proteina neles
mostraram-se como fator importante para indugdo na produgdo de protease nas

primeiras 24h de fermentacéao.

Ferracini-Santos e Sato (2009) empregaram células secas de Saccharomyces
cerevisiae como fonte de carbono e nitrogénio para o crescimento celular e produgao de
protease por Cellulosimicrobium cellulans, um microrganismo produtor de uma variedade
de enzimas que degradam a parede celular de leveduras, incluindo B-1,3-glucanase,
protease e quitinase. Como resultado, observou-se que o meio de cultura com maxima
produgao de protease, nas condigdes experimentais, foi de 0,2 g/L de MgS04.7H20, 2,0
g/L de (NH4)2SO4 e 8% de células secas de levedura em tampéo fosfato 0,15 M a pH
8,0, com atividade de 7,0 + 0,27 U/mL.
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Fernandes et al. (2012) analisaram a produgdo de enzimas extracelulares das
linhagens de fungo B. bassiana, Metarizhium anisopliae e Paecilomyces sp. em
diferentes substratos, n&o identificou produgao de protease quando as cepas cresceram
em meios contendo cuticulas de inseto, com a premissa de que o resultado possa ser
consequéncia da baixa concentracdo de células nas condigbes experimentais, e 0
mesmo identificou produc¢ao de protease utilizando 4% de gelatina como substrato, para

as 3 linhagens de fungos.

Em contrapartida, Murad et al. (2006) utilizaram como substrato cuticula de
Callosobruchus maculatus e conseguiu extrair enzimas proteoliticas produzidas M.
anisopliae, evidenciando a possibilidade destas enzimas serem produzidas na presencga

de exoesqueleto de insetos.

Para a produgao de enzimas quitinoliticas, os meios podem ser adequados com

adicdes de substrato quitinosos para induzir a produgao (Baldoni, 2016).

Guimaraes et al. (2017) avaliaram a selecédo de fungos filamentosos do bioma
caatinga para produgdo de quitinases, cultivados em meio sintético, contendo 1% de
quitina e 1,5% de Agar, obteve resultados em que 45,3% dos 117 fungos avaliados
apresentaram perfil de crescimento em meio de cultivo contendo quitina, sendo os 3
fungos com maior capacidade para produzir a enzima, apresentando indice enzimatico
entre 14,83 e 18.

A fim de avaliar a produgédo de quitinase por fungos de género Trichoderma,
Coragem (2023) utilizou quitina coloidal como principal fonte de carbono no meio de
cultivo para as 3 cepas das espécies, obtendo como resultado atividades entre 0,44 U/mL
e 0,55 U/mL, em diferentes tempos de fermentacéo, para as diferentes espécies, mas

com as trés apresentando boa producao de quitinase.

Elawati et al. (2018) avaliaram a producgao de quitinase por fermentagcédo subersa
utilizando Beauveria bassiana, isolada de insetos Helopeltis antonii, com objetivo de
determinar a curva de crescimento e as atividades de quitinase em meio contendo 0,3 %

de quitina coloidal como indutor. Os melhores resultados obtidos ocorreram apds o
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quarto dia de incubagao (temperatura ambiente a 120 rpm), sendo a massa seca de

0,031 g para 100 mL de meio de cultivo e a atividade enzimatica de 0,585 U/mL.

Fleuri et al. (2009) avaliaram a producéo, purificacédo e aplicagédo da quitinase
extracelular produzida pelo Cellulosimicrobium cellulans obtendo produ¢édo maxima de
6,9 U/mL em frascos agitados apds 72 h de fermentagédo a 25 °C e 200 rpm. Quando
avaliado em fermentador de 5 L, o resultado obtido foi de 4,19 U/mL apds 168 h de
fermentacéo a 25 °C e 200 rpm, utilizando aeragao de 1,5 vvm. O aumento da aeragao
conduziu a pouco aumento na atividade (4,38 U/mL), mas antecipou a ocorréncia do pico

de atividade (144 h), aumentando a produtividade do processo.

Zhang et al. (2004) avaliaram a produgdo e propriedades da quitinase de
Beauveria bassiana Bb174 através de fermentagcdo em estado sodlido. Os autores
concluiram que o meio 6timo para produgao da enzima foi constituido de farelo de trigo
e crisalida de bicho-da-seda (Bombyx mori), na propor¢cao de 4:1, suplementado de 1g
de peptona e de minerais, resultando em uma atividade enzimatica de 126 U/g de

substrato seco apos 2 dias de cultivo a 28 °C.

3.5 Produgao massiva de insetos

Os insetos sao uma fonte potencial para alimentos e producdo de ragao animal,
dado a sua capacidade nutricional (Rumpold; Schluter, 2013). Estudos indicam que séo
ricos em proteinas, gorduras saudaveis e podem apresentar outros nutrientes essenciais,
como minerais e vitaminas (Rumpold; Schluter, 2013; Nowakowski e tal, 2021; Vilella,
2018; Costa-Neto, 2003), tornando-os uma fonte potencialmente valiosa de alimento
para animais de criagdo, como para aves e peixes, que possuem grande aceitagao
(Rumpold; Schluter, 2013).

A producao de insetos é considerada uma alternativa sustentavel a producao de
proteinas animais convencionais. Insetos consomem menos recursos para producao de
biomassa, produzem menos gases de efeito estufa e requerem menos terra e agua para

crescer (Niglio; Germer, 2022). Além disso, insetos tém ciclos de vida curtos, crescem e
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se reproduzem facilmente e podem ser criados em alta densidade em ambientes

controlados, permitindo uma producgao rapida e eficiente (Vilella, 2018).

A criacéo de insetos produz residuos organicos, como exoesqueletos, ricos em
quitina, frass e lipidios, que podem ser aproveitados para conversacao de produtos por
fermentacdo, como a obtencdo de enzimas, producdo de quitosana, fertilizantes e

biocombustiveis, por exemplo (Hahn et al., 2020; Chavez, 2021; Bellaaj et al., 2011).

3.6 Uso de exoesqueleto de insetos em fermentagoes

Os fungos entomopatogénicos, quando em contato com o exoesqueleto de
insetos, dao inicio a uma série de etapas bioquimicas, principalmente de sinalizagao,
que em resposta a essa fonte potencial de substrato, comegam a produzir enzimas como
quitinases e proteases para degradar a quitina e as proteinas associadas ao
exoesqueleto (Wiermann, 2022).

A quitina é um polissacarideo linear que consiste em unidades de N-
acetilglicosamina conectadas por ligagdes beta-1,4. Ela constitui a maior parte do
exoesqueleto dos insetos, crustaceos e parede celular dos fungos (Fontes; Valadares-
Inglis, 2020; Azevedo et al., 2007), e sua presenga pode atuar como um estimulo
significativo para a produgao de metabdlitos enzimaticos, como quitinases e proteases,

por microrganismos diversos (Baldoni, 2016; da Silva et al., 2007).

A criagao de insetos é muito utilizada para obtencdo de insumos de alimentagao
animal, polinizagédo e produg¢ao de mel, e no controle biolégico (Nachtigal et al., 2022).
Os exoesqueletos de insetos, normalmente denominado exuvias, sdo compostos de alto
teor de quitina, que podem ser metabolizados por um conjunto de microrganismos
(Barragan-Fonseca et tal, 2022). O uso desses residuos bioldgicos em fermentagdes
pode ajudar a reduzir o desperdicio e valorizar produtos que ainda podem ser

processados, tornando a criacdo massal de insetos ainda mais sustentavel.

Lee et al. (2021) indicaram como a valorizagdo de residuos pode ser €eficiente,

principalmente através de um método de conversdo microbiana, aumentando seu valor
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econdmico e contribuindo com a sustentabilidade, observando a producdo de enzimas
proteases em meios contendo subprodutos quitinosos da pesca por P. elgii TKU051, uma

cepa bacteriana produtora de protease.

Ghorbel-Bellaaj et al. (2011) utilizaram material quitinoso residual da industria de
camarao para otimizacao da producéao de proteases e quitinases por Bacillus cereus SV1
através de fermentacdo submersa, resultando em atividades de 8.445,8 U/mL para

protease, e 82,8 mU/mL para quitinase.

Bhattacharya et al. (2016) avaliaram a biossintese, caracterizagao e antagonismo
contra Fusarium oxysporum (um fungo fitopatogénico) de quitinase de Bacillus pumilus
JUBCHO8, por fermentacdo submersa. Meio complementados com 0,5 % de quitina e
peptona, em pH 8,0, e incubado a 35 °C por 72 h, favoreceu a produgao de quitinase, a
qual foi termoestavel e tolerante a alcalis, com atividade maxima em pH 8,0 a 70 °C e
apresentou 45% de antagonismo contra F. oxysporum, indicando seu uso potencial como

agente de biocontrole.

As fermentagdes que utilizam a quitina como parte do substrato sdo capazes de
induzir a produgdo de enzimas quitinoliticas, como quitinases e N-
acetilglucosaminidases. Aguiar (2020) utilizou diferentes fontes de quitina em
fermentacdo submersa por Trichoderma asperellum, identificando a producédo de
quitinases e N-acetilglucosaminidases na proporgao de 1.960 mU/mL e 5.790 mU/mL em
meio contendo quitina triturada, 770 mU/mL e 3.060 mU/mL ara meio contendo quitina
de R. microplus e de 720 mU/mL e 4.100 mU/mL para meio de cultura contendo larvas

de A. aegypti.

4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Manutengao dos microrganismos

O B. thurigiensis (Bt) e B. bassiana (Bb) utilizados neste trabalho foram adquiridos
comercialmente da empresa AGRINOR, em formulagao de indculos para propagagao

‘on farm” de agentes microbiolégicos de controle. O C. cellulans (Cc) foi gentiimente



32

cedido pelo laboratério de bioquimica de alimentos (FEA — UNICAMP) através do grupo
de pesquisa vinculado ao projeto universal CNPq (processo n. 403769/2021-3), do qual

este projeto fez parte.

As linhagens foram conservadas em tubos de ensaio com slants de agar conforme

tabela 1 e mantidos a 5°C, sendo repicados a cada 6 meses.

Tabela 1 — Meios de cultivo para manutengao das linhagens de microrganismos.

Microrganismo Meio de cultivo
B. thurigiensis Agar nutriente (NA)
B. bassiana Agar batata dextrose (PDA)
C. cellulans Agar nutriente (NA)

4.2 Preparacao do material quitinoso

O material quitinoso proveniente do cultivo de larvas de mosca soldado negro
(Hermetia illucens), usualmente chamada de BSF, foi doado pela empresa Agrin -
Criacdo e Comércio de Insetos (Avaré-SP). Este material foi composto por exuvias do
crescimento das larvas e por exuvias pupal, em proporgdo aproximada de 2:1 (m:m),
respectivamente. O material foi triturado em moinho multiuso e passado em peneira 600
Mm, armazenado em saco plastico e posteriormente congelado a -18°C até o momento

de uso. A figura 5 apresenta os processos de preparo do material quitinoso.
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Figura 5 — Insetos desidratados utilizados no projeto: (a) Exuvia liberada pela mosca BSF
(Hermetia illucens) durante sua fase de crescimento, (b) produto, pds trituragdo e

peneiramento.

Exuvias liberadas durante o
crescimento das larvas

Exuvias pupal

(b)

4.3 Preparo da quitina coloidal de crustaceo

Nas analises de atividade quitinolitica foi utilizada quitina de crustaceo em estado
coloidal. Para o preparo, a quitina de crustaceos foi mistura em HCI concentrado (1:10,
m:v), sendo 20g de quitina de crustaceos e 200 mL de &cido utilizados para esta
preparacao e submetidos a 40°C por 15 min. A quitina foi precipitada como suspenséao
coloidal com a adigao lenta de 2 L de agua gelada e a recuperagao do produto foi
realizada a partir de filtragdo a vacuo em filtro de papel qualitativo. O material obtido foi
lavado com agua destilada até pH 5,0. Em seguida o material foi submetido a secagem

a 60°C por 24 h e armazenado a 4°C até o momento de uso.

A figura 6 represa o passo a passo de preparagao da quitina coloidal até a etapa

de filtragao.
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Figura 6 — (a) pesagem da quitina de crustaceo, (b) reagao da quitina com HCI em banho-

maria, (C) suspensao com agua gelada, (d) recuperacao via filtragao.

4.4 Fermentagao dos meios

Para as fermentagdes, dois meios foram preparados, um deles contendo 100% de
material quitinoso MQ, e o outro 50% de material quitinoso com 50% de farelo de trigo
(MQ + FT).

Inicialmente foi determinada a capacidade de retengdo de agua dos substratos
(CR). Para tanto, uma porc¢ao de 1 g de material quitinoso foi colocado sobre um funil
plastico com gaze e adicionou-se 5 mL de agua destilada, sendo coletado o material
excedente em uma proveta. Para o material quitinoso e o farelo de trigo a CR foi de (1:5),

ou seja, 1 g de amostra para 5 mL de agua destilada, totalizando 6g de amostra.

Para a realizacado da fermentagao com a B. bassiana, B. thurigiensis e C. cellulans,
o material quitinoso foi umedecido com agua destilada na quantidade indicada pelo CR
para 9 g da mistura foram transferidos para Erlenmeyers de 125 mL. Os frascos foram
autoclavados a 121°C por 15 minutos e, apos resfriados, foram inoculados com 2
cilindros de agar (0,6 cm de didmetro) com a superficie completamente recoberta pelos
microrganismos, com o0s respectivos tempos de incubagado apresentados na tabela 2,
sendo que a extracdo de metabdlitos extracelulares produzidos pelos microrganismos

teve inicio apenas apds o crescimento visivel por todo o substrato.
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Tabela 2 — Tempo de incubacao para cada microrganismos.

Microrganismo Tempo de Fermentagao (h)
B. bassiana 120, 168 e 240
B. thurigiensis 240, 288 e 312
C. cellulans 240, 288 e 312

4.5 Extracao das enzimas celulares

A extracdo das enzimas extracelulares foi realizada adicionando-se 25 mL de
agua destilada aos meios de cultivo, o qual foi homogeneizado com bastao de vidro e
submetido a agitagdo de 100 rpm por 20 min a 28 °C. O extrato foi entao filtrado em filtro
a vacuo para remocao de solidos. O filtrado denominou-se de extrato enzimatico bruto

(EEB) o qual foi mantido a -18 °C até o momento das analises.

4.6 Quantificagao da atividade proteolitica nos extratos enzimaticos

A atividade de protease foi determinada utilizando como substrato da reagao

enzimatica a azocaseina, de acordo com Charney e Tomarelli (1947), com modificagoes.

A mistura reacional contendo 0,5 mL de azocasein (Sigma) 0,5 % (m:v), pH 5,0, e
solugao enzimatica, diluida, em tampao acetato pH 5 foi incubada por 20 minutos a 50
°C. A reagao foi, entdo, paralisada com a adicdo de 0,5 mL de TCA 10 % (m:v) e o tubos
de ensaio centrifugados a 8.000 x g por 15 min, 20 °C. Uma aliquota de 1,0 mL do
sobrenadante foi, entdo, neutralizado com 1,0 mL de KOH 5 M. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) definiu-se como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a

absorbancia a 428 nm de 0,01 nas condi¢des experimentais.
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4.7 Quantificagao da atividade quitinolitica nos extratos enzimaticos

Para a quantificagdo da atividade quitinolitica foi utilizado o método de
quantificagdo de agucares redutores apds hidrolise da quitina coloidal, de acordo com
Schmaltz (2020), com modificagdes. A reagao enzimatica foi realizada em tubos de 5 mL
contendo 500 uL de solugao 1 % (m:v) de quitina coloidal em tampao acetato pH 5,0,
aclimatado por 2 min a 40 °C e adicionado de 500 pyL de extrato enzimatico diluido
adequadamente no mesmo tampao. A reacgao foi incubada por 90 min a 40 °C e
interrompida em banho de gelo. Foi realizado um branco para cada extrato, sendo que
os brancos nao foram incubados, sendo diretamente submetidos ao método de

quantificagao de agucares redutores.

Para a quantificagdo do teor de agucares redutores liberados na reagdo de
hidrolise enzimatica, foi utilizado o método do DNS (MILLER, 1959), com adaptagdes.
Em tubos de 5 mL, 190 uL de solugdo DNS foram misturadas com a aliquota de 190 uL
da reacdo enzimatica paralisada e submetidos a ebulicdo por 5 minutos, sendo a reacao
interrompida em banho de gelo, Em seguida, 1,2 mL de solugado de tartarato de sodio e
potassio foi adicionada e, por fim, foi feito a leitura de absorbancia a 540 nm. As analises
foram realizadas em ftriplicatas. A concentragcdo de acgucares redutores foi calculada

utilizando uma curva analitica, sendo o resultado expresso em glicose equivalente.

4.8 Caracterizagao do material quitinoso e do farelo de trigo

A composigao centesimal do material quitinoso e do farelo de trigo foram avaliadas

de acordo com os métodos de analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).

A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C. Foi
pesado 5 g de amostra em capsulas de porcelana previamente limpas e secas. As
amostras foram deixadas na estufa por 24 h. Apds determinacédo da umidade, pesou-se
1 g de amostra que foi carbonizada em bico de Bunsen e incinerada a 550 °C por 6 h e

o teor de cinzas foi quantificado.
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O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de micro Kjeldahl. O
catalisador utilizado foi composto de sulfato de cobre e sulfato de sodio. A digestéo foi
realizada em 0,2 g de amostra a 400 °C (utilizando uma rampa de aumento gradativo de
temperatura), sendo 100 °C por 20 min e 300 °C por 20 min. A destilagado foi realizada
em aparelho micro-Kjeldahl utilizando NaOH 40 % e a amoénia formada foi coletada com
acido bdrico 4 % contendo indicador de pH misto. O material foi titulado com &cido
cloridrico 0,1 M até o ponto de viragem. A quantidade de nitrogénio total foi entdo
calculada pela equacgéo 1. Foi feito um branco sem a amostra. A quantidade de nitrogénio
total foi, entdo, calculada e a quantidade de proteina foi estimada utilizando o fator de
conversao de 4,38 para o MQ, valor ideal para matrizes com elevada quantidade de
compostos nitrogenados nao proteicos (Furlani et al., 2005) e de 5,70 para o farelo de
trigo (Adolfo Lutz, 1985).

(Vamostra=Vbranco)*0,14xfuci
Massagmostra

%Proteinas =

eq.[1]

O teor de lipideos foi determinado utilizando um extrator Soxhlet. Desta forma, 59
de material foi transferida para um papel filtro desengordurado. Em seguida, foi feito o
procedimento de extragdo dos lipidios com hexano por 4 h. Apos a eliminagdo do
solvente residual em estufa, os frascos do extrator Soxhlet foram pesados e o calculo

feito de acordo com a equacgéo 2.

Massasing — Massainiciqx100

%Lipidios =
Massaamostra €q. [2]

O teor de carboidratos totais foi determinado por diferenca dos demais

componentes analisados, seguindo a equacgao 3.

Carboidratos;ytqis = 100% — %proteinas — %lipidios — %cinzas
eq.[3]
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4.9 Quantificagao dos microrganismos

A contagem de esporos para o B. thurigiensis foi executada conforme a
metodologia proposta por Monnerat et al. (2020), com algumas modificagées. Para isso,
uma aliquota de 1 mL da amostra, sem diluicdo, foi transferida para um tubo Eppendorf.
Esse tubo foi submetido a um choque térmico, sendo incubado em banho-maria a 80 °C
por 12 min, seguido de resfriamento em banho de gelo por 5 min. Esse processo teve
como objetivo eliminar as células vegetativas, mantendo somente o0s esporos.
Posteriormente, a amostra foi submetida a diluicbes decimais seriadas em tubos
contendo agua destilada estéril. Foram, entdo, semeados 100 uL da diluicdo apropriada
em duas placas de Petri contendo Agar Nutriente. As placas foram incubadas em estufa
a 28 °C por um periodo de 48 h, apds o qual as unidades formadoras de colbnias foram

contadas e calculado a quantidade de unidades formadoras de col6nia por mL de extrato.

No caso da C. cellulans, a mesma abordagem metodoldgica foi aplicada, com a

excecao da etapa de choque térmico.

Para a avaliagdo da contagem de esporos da B. bassiana, foi realizada a
contagem de esporos em camara de Neubauer. Uma aliquota de 100 yL da amostra foi
combinada com 100 uL de solugédo azul de algodao com lactofenol de Amann em um
tubo Eppendorf. A homogeneizagcdo do conteudo foi realizada, e uma aliquota dessa
mistura foi retirada usando um capilar. A extremidade do capilar, contendo a solugao, foi
aplicada delicadamente na borda da laminula, que por sua vez cobria uma area
demarcada na camara de contagem de Neubauer. Cuidadosamente, preencheu-se todo
0 espacgo demarcado. Posteriormente, a area demarcada da camara de contagem foi
focalizada sob um microscopio optico para a realizagado da contagem e posterior calculo

da quantidade de esporos por mL de extrato.

4.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados pela média e respectivo desvio-padréo e
foram analisados através da ANOVA e teste Tukey de comparagao de médias, com 95%

de confiancga, utilizando software R versao 4.1.0.
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5 ANALISE DOS RESULTADOS

5.1. Caracterizagdao do material quitinoso e do farelo de trigo

A tabela 3 apresenta o resultado obtido da composi¢cédo centesimal média do

material quitinoso n&do fermentado de BSF.

Tabela 3 — Composicao centesimal média do material quitinoso de BSF e do farelo de

trigo em base seca.

Material Quitinoso Farelo de trigo
% (base seca)’ % (base seca)?
Proteinas 26,17 £ 0,15 19,15+0,30
Lipidios 3,37 £ 0,10 2,48+050
Cinzas 4,26 + 0,09 5,171016
Carboidratos 66,20 73,20

'fator de converséo de 4,38 (Furlani et al.., 2005).
2fator de conversao de 5,7 (Adolfo Lutz, 1985).

Através da analise de composi¢cao centesimal, fica evidente que os materiais
avaliados apresentam concentracao significativa de carboidratos em sua composigao,
sendo que no material quitinoso esses carboidratos se constituem principalmente de
quitina enquanto para o farelo trata-se principalmente de amido e fibras. Quanto as
proteinas, o teor dos materiais também é elevado, sendo assim observado que os meios
de cultivo apresentaram bom quantitativo de nutrientes, embora com disponibilidades a

degradacgao pelos microrganismos diferentes.

5.2. Obtencgao dos extratos enzimaticos

A figura 7 ilustra a fermentagao do material quitinoso residual da produc¢ao de BSF
e a fermentagdo do material quitinoso residual com farelo de trigo, por B. bassiana.
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Figura 7 — (a) Fermentacao de material quitinoso residual proveniente da produgao de
BSF por B. bassiana e (b) Fermentagdo de material quitinoso residual proveniente da
producao de BSF com farelo de trigo por B. bassiana, em periodos anteriores a extragao

de enzimas extracelulares.

TempoOh
material logo ap6s
inoculagdo

Tempo72h
Inicio de massa flngica
visivel

Tempo 120 h
Massa flingica recobrindo
o substrato por completo

Notou-se que ndo ocorreu uniformidade no crescimento dos fungos entre os
frascos, indicando que as variagdbes no processo podem ser consideraveis. O
crescimento do fungo embora tenha ocorrido, foi inferior ao observado em outros
substratos para fermentagdo em estados sélido, como o arroz, conforme apresentado
por Vidotto et al. (2022) que comparou dois meios de cultura aplicados na producao de
B. thurigiensis para uso na agricultura e obteve como resultado elevada esporulagao de

B. thurigiensis, com contagem de esporos de 5,95.108 UFC/mL.
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5.3. Quantificagao de proteases nos extratos enzimaticos brutos

A figura 8 apresenta o resultado da atividade de proteases obtida através da
fermentacdo do material quitinoso de BSF em comparagao com acrescido de farelo de
trigo para as trés linhagens de microrganismos estudadas. Como o crescimento visual

dos microrganismos foi distinto, os tempos de extragao foram diferentes.

O B. thuringiensis atingiu a maior atividade média de proteases apds 316 h de
fermentagdo em material quitinoso, e sua atividade estava ainda se elevando, sugerindo
que a producao enzimatica poderia continuar. Em contraste, a B. bassiana alcangou seu
pico de atividade média de protease em torno de 172 h em material quitinoso, porém

depois desse ponto, a atividade declinou.

A C. cellulans demonstrou uma atividade média de protease constante, tanto em
material quitinoso de BFS quanto em material quitinoso acrescido de farelo de trigo, sem
diferencas significativas ao longo dos tempos de amostragem e inferiores aos valores

dos outros microrganismos.

Quando consideramos a fermentagao do material quitinoso de BFS com adicao
de farelo de trigo, observamos que tanto a linhagem de B. thuringiensis quanto a B.
bassiana tiveram curvas com variagdes sutis em comparacéo a fermentacao exclusiva

com material quitinoso.
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Figura 8 — Atividade de protease média (unidades por grama de substrato seco) ao longo

do tempo de fermentacgéao para (a) B. thuringiensis e (b) C. cellulans e (c) B. bassiana.
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Analisando os graficos apresentados na figura 8, fica evidente que as
fermentagcbes em material quitinoso para as trés linhagens de microrganismos
mantiveram atividades médias de proteases superiores as fermenta¢des com adi¢ao de
farelo de trigo. Isso sugere que, na presenga de carboidratos adicionados além da
quitina, os microrganismos tendem a produzir uma quantidade menor de protease,
pressupondo que as fermentacgdes exclusivas com matéria quitinosa nos meios de cultivo

induzem a producéo de protease.

A tabela 4, que apresenta as maiores atividades médias de protease e sua taxa
de produgao para cada linhagem de microrganismo nos dois substratos avaliados,

evidéncia melhor esta diferenga.

Tabela 4 — Maiores atividades médias de protease (unidades por grama de substrato
seco) e taxa de producgéo de proteases (unidades por hora de fermentagao) para cada
um dos microrganismos no material quitinoso (MQ) e na mistura com farelo de trigo (MQ
+ FT). Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa ao nivel de 5% de

significancia pelo teste Tukey.

Tempo de Atividade Taxa de
Microrganismo  Substrato fermentagéo proteolitica produgéo da
(h) (U/g) enzima (U/h)
Bt MQ 312 206,7 £ 10,12 0,5ab
MQ+ FT 240 37,0 £1,0° 0,24
MQ 240 38,4+0,9c¢ 0,2¢cd
co MQ + FT 288 19,2+ 0,5¢ 0,1d
Bh MQ 168 100,6 + 3,9° 0,62
MQ+ FT 240 348+1,1¢ 0,4 be

Através da tabela, podemos notar, também, que o B. thurigiensis apresentou o
melhor resultado para a atividade de protease dentre as trés linhagens, com atividade
média de 206,7 U/g de substrato seco, resultado duas vezes superior ao obtido para a

B. bassiana.
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O valor da atividade proteolitica média obtida foi superior ao observado por
Machado et al. (2022), que fermentaram farinha de Tenebrio molitor com A. oryzae e
observaram atividade proteolitica de 112 U/g de substrato seco apos 96h de

fermentacéo.

5.4. Quantificagao da atividade quitinolitica

A atividades de quitinases ndo foram muito expressivas para os tempos
observados. A tabela 5 apresenta os resultados das maiores atividades médias de

quitinase obtidas para cada um dos microrganismos nos dois substratos avaliados.

Tabela 5 — Maiores atividades médias de quitinase (unidades por grama de substrato
seco) para cada um dos microrganismos nos dois substratos avaliados. Letras iguais
indicam que nao houve diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia pelo teste
Tukey.

Tempo de Atividade

Microrganismo Substrato fermentagdo  quitinolitica

(h) (Uig)
Bt MQ 312 0,19+ 0,13°
MQ + FT 312 0,49 + 0,052
MQ - -
Cc
MQ + FT 288 0,27 + 0,06°
MQ - -
Bb
MQ + FT - -

Evidencia-se que, no contexto do material quitinoso proveniente de BFS, a C.
cellulans ndo manifestou atividade quitinolitica. A B. bassiana ndo demonstrou atividade
em nenhum dos dois substratos investigados. Por outro lado, o B. thurigiensis exibiu uma
atividade discreta nos dois substratos testados apos 312 h de fermentagao, enquanto o
C. cellulans apresentou uma atividade leve na fermentagdo do material quitinoso

misturado com farelo de trigo no tempo de fermentagao de 288 h.
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Dentre as condi¢des experimentais, a atividade mais notavel observada foi de 0,49
U/g, obtida pelo B. thuringiensis. Schmaltz (2020) avaliou a produgao de quitinases por
B. bassiana em cultivo submerso assistida por ultrassom e observou a producao de 1,43

U/mL ap6s 72 h de cultivo.

Ha a necessidade de avaliar se a produgcdo de quitinase acontece no inicio do
crescimento do microrganismo, para que ele consiga utilizar os carboidratos e depois do

esgotamento dos carboidratos haja a produgao intensa de proteases.

As proteases sao enzimas que atuam na hidrolise de ligagdes peptidicas
(Nascimento et al., 2021) e com o aumento significativo da producao de protease, elas

podem ter atuado sobre as enzimas quitinoliticas, afetando sua atividade.

5.5. Quantificagdao de microrganismos nos extratos das fermentagoes

A figura 9 apresenta os resultados obtidos na quantificagdo de microrganismos

para as trés linhagens nos dois substratos avaliados.
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Figura 9 — Contagem de unidades formadoras de col6nias médias por mL de extrato

enzimatico bruto para (a) esporos de B. thurigiensis e (b) C. cellulans; contagem de

esporos médios por mL de extrato enzimatico bruto para (c) B. bassiana.
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Observou-se que tanto o B. thuringiensis quanto a B. bassiana apresentaram
esporulagdo em suas condi¢gdes experimentais, demonstrando variagdes minimas entre
os dois tipos de substratos, alcangando concentragdes na ordem de 10" UFC/mL e 10°
UFC/mL, respectivamente. Isso sugere que ambos 0s microrganismos conseguiram

crescer em ambos os substratos.

Vidoto et al. (2022) apresentou contagem de esporos para o B. thuringiensis de
5,95.10® UFC/mL por fermentacdo em estado sdlido, utilizando como substrato o arroz,

indicando maior esporulagdo do microrganismo em meios mais nutritivos.

Em relagdo ao C. cellulans foi observada uma contagem significativa de unidades
formadoras de coldnias, com concentragdo na ordem de 10" UFC/mL para o meio
contendo quitina acrescida de farelo de trigo. Para o meio exclusivamente quitinoso ndo

foi registrada nenhuma contagem.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que a maior atividade proteolitica foi obtida pelo B. thuringiensis com
atividade média de 206,7 £ 10,1 U/g e o menor produtor foi o C. cellulans com atividade
média de 38,4 + 0,9 U/g, em material exclusivamente quitinoso. A maior produgéo de
quitinase foi obtida em material quitinoso acrescido de farelo, sendo 0,49 + 0,05 U/g para
B. thuringiensis, enquanto B. bassiana nao apresentou resultados para quitinase. Desta
forma, o material quitinoso residual pode ser aplicado para obtencdo de extratos
fermentados com atividade proteolitica e contagem significativa de microrganismos de
interesse para agricultura, e ha a necessidade de mais estudos para verificar a produgéo

de quitinase, visto a pequena atividade registrada.
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