[ | |
Pro-reitoria de Pesquisa | M INSTITUTO FEDERAL
e Pés-Graduacdo | I  S3o Paulo

Congresso de Inova;ao
Ciéncia e Tecnologia

15° Congresso de Inovacéo, Ciéncia e Tecnologia do IFSP - 2024

APLICACAO DE Bacillus subtilis 93 CULTIVADO EM ENXUVIA DE LARVAS DE Tenebrio
molitor NO DESENVOLVIMENTO DE FEIJAO (Phaseolus vulgaris)

A.B. Q. AGUIAR!, M. M. C. OLIVEIRA!, M. P. BAGAGLI?

! Graduando em Engenharia de Biossistemas, IFSP, Campus Avaré, annabeatrizqueirozaguiar@gmail.com,
maite.montanha@aluno.ifsp.edu.br.
2 Docente do curso de Engenharia de Biossistemas, IFSP, Campus Avaré, marcela.bagagli@ifsp.edu.br.

Area de conhecimento (Tabela CNPg): 5.01.02.04-4 Microbiologia agricola

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar a aplica¢do de Bacillus subtilis 93 culivados em
material quitinoso de T. molitor, no desenvolvimento inicial de plantas de feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.). Os extratos da fermentacéo em estado sélido da linhagem em questdo, bem como o residuo
solido desta fermentacdo, foram utilizados para tratar as sementes de feijao e no sulco de plantio,
respectivamente, sendo acompanhado ap6s 15 dias o indice de germinacao, comprimento e volume das
raizes e comprimento da parte aérea das plantas. A cepa em questdo, embora tenha se desenvolvido bem
no material quitinoso de T. molitor (2,20 x 10° UFC.mL1), ndo apresentou efeito significativo, nas
condigdes avaliadas, no desenvolvimento inicial das plantas de feijdo. Ja o residuo solido apresentou
efeito positivo no volume das raizes das plantas, aumentando em 1,7 vezes em relagdo ao controle.

PALAVRAS-CHAVE: FES; Quitina; Bioinsumos.

APPLICATION OF Bacillus subtilis 93 CULTIVATED ON Tenebrio molitor LARVAL
EXUVIAE IN THE DEVELOPMENT OF COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris)

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the application of Bacillus subtilis 93 cultivated on chitinous
material from T. molitor in the initial development of common bean plants (Phaseolus vulgaris L.).
Extracts from the solid-state fermentation of the strain in question, as well as the solid residue from this
fermentation, were used to treat bean seeds and in the planting furrow, respectively. After 15 days, the
germination index, root length and volume, and shoot length of the plants were monitored. The strain in
question, although it developed well on the chitinous material from T. molitor (2.20 x 10° CFU.mL™),
did not show a significant effect, under the evaluated conditions, on the initial development of the bean
plants. However, the solid residue had a positive effect on the root volume of the plants, increasing it by
1.7 times compared to the control.
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INTRODUCAO

A Organizacdo das Nagbes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO, 2015) apresenta como
alternativa sustentavel para o fornecimento de proteinas para a popula¢do mundial crescente, 0 consumo
de insetos. A criacdo massal de insetos para alimentacao gera subprodutos que podem ser aplicados na
obtencdo de biocombustiveis e bioinsumos para a agricultura (Castro et al., 2018; Heyes, 2018; Fialho
et al., 2021; Poveda, 2021).

As larvas de Tenebrio molitor foram as primeiras aprovadas para consumo humano na Unido
Europeia (EFSA NDA Panel, 2021). Sua producdo massal libera extvias, constituidas por proteinas,
quitina e minerais, como residuos (Finke, 2007; Kim et al., 2014; Lin et al., 2021). A quitina e seus
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derivados sdo associados ao desenvolvimento e rendimento de plantas (Chakraborty et al., 2020;
Poveda, 2021), além de comporem a parede celular de fungos (Azevedo et al., 2007; Poveda, 2021).

Bacillus subtilis, uma bactéria amplamente utilizada no controle biolégico de pragas e doencas, €
produtor de enzimas quitinoliticas e proteoliticas por fermentacGes em estado sélido, as quais sdo
importantes para sua ac¢do fungicida (Fontes; Valadares-Inlis, 2020; Wang et al., 2021). Ainda, sdo
produtores de substancias promotoras de crescimento, solubilizadoras de minerais, e apresentam efeito
benéfico na nodulacdo de leguminosas (Gaind; Gaur, 1991; Srinivasan et al., 1996; Luz, 2001;
Lazzaretti; de Melo, 2005).

Desta forma, este trabalho almejou aplicar o material quitinoso proveniente de exuvias de larvas
de Tenebrio molitor como substrato para o cultivo em estado sélido de Bacillus subtilis, a fim de se
obter bioinsumo com atividade de quitinase e proteases, quantidade significativa de esporos, bem como
com capacidade de aprimorar o desenvolvimento inicial de feijoeiros (Phaseolus vulgaris) e neste caso,
foram avaliadas o material extraido do meio fermentado e o residuo sélido da extag&o.

MATERIAL E METODOS
Preparo do material quitinoso

O material quitinoso proveniente do cultivo de larvas de T. molitor foi doado pela empresa
AGRIN - Criagdo e Comércio de Insetos. Esse material foi seco em estufa de circulagdo forgada de ar,
a 70 °C até peso constante. Em seguida, o material foi triturado em moinho multiuso e passado por
peneira com abertura de 600 um, sendo armazenado em embalagens plasticas a -18 °C até 0 momento
de uso.

A capacidade de retencdo de 4gua do material quitinoso foi avaliada pesando 1g do material em
Tubo falcon de 15 mL de fundo cénico com pequenos furos, sendo estes acoplados a uma proveta de 10
mL. Em seguida foram adicionados 7,5 mL de &gua destilada ao material e foi coletado o liquido nas
provetas por 24 h (adaptado de Miiller, 1964). Apos o periodo, foi quantificada a capacidade de retengdo
de agua pelo material (CR). O ensaio foi realizado em triplicata.

Preparo dos in6culos para as fermentacdes

A cepa de Bacillus subtilis 93 (Bs) foi gentilmente cedida pelo laboratério de bioquimica de
alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos (UNICAMP — Campinas). O microrganismo foi
em slants de &gar nutriente, recoberto por vaselina liquida sob refrigeracéo (5 °C), sendo repicado a cada
6 meses.

Para a producéo dos indculo de Bs, placas de Petri contendo &gar nutriente foram recobertas com
0 microrganismo, utilizando técnica de recobrimento para obtencdo de crescimento confluente,
utilizando swab estéril para o estriamento. As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h.

Cultivo dos microrganismos no material quitinoso por fermentacdo em estado sélido.

O material quitinoso foi umedecido com agua destilada na quantidade indicada pela CR,
homogeneizado e transferido para frascos Erlenmeyer de 250mL (18 g cada). Os frascos foram
autoclavados a 121°C por 15 minutos. Apo6s o resfriamento, foram inoculados com 3 cilindros de agar,
de 0,6 cm de didmetro, com a superficie completamente recoberta pelo microrganismo de interesse, e
incubados por 240 h, a 28 °C.

Extracdo de enzimas extracelulares e microrganismos

Apobs o periodo de incubacédo foi realizada a extracdo das enzimas extracelulares produzidas e
microrganismos. Para tanto, adicionou-se 50 mL de &gua destilada aos meios de cultivo, o qual foi
homogeneizado com bastéo de vidro e agitado a 200 rpm por 40 minutos a 28 °C. O extrato foi, ento,
filtrado utilizando funil e gaze estéril para remogdo de sélidos. O filtrado foi denominado de extrato
fermentado bruto (EFB Q) o qual foi mantido a -18 °C até o momento da andlise. Fracos contendo
apenas o substrato foram extraidos sem a presenca de microrganismos, sendo utilizado como controle
para os ensaios (EFB C). A fracdo s6lida foi coletada, seca em estufa a 50 °C por 24h e armazenado a -
18 °C até o momento da analise, sendo denominados de produto fermentado bruto (PFB Q e PFB C).

Os extratos enziméticos foram avaliados em relacdo a produgdo de proteases, quitinases e
contagem de esporos.
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Quantificacdo de esporos de bactérias nos EFB

A contagem de esporos de Bacillus foi realizada de acordo com o proposto por Monnerat et
al. (2020), com modificagbes, sendo que uma aliquota de 1,5 mL da amostra, sem dilui¢do, foi
transferida para um tubo Eppendorf e submetido a choque térmico em banho maria a 80 °C por 12
minutos seguido de banho de gelo por 5 minutos, a fim de eliminar células vegetativas e manter apenas
0s esporos. Em seguida, foram feitas dilui¢des decimais seriadas da amostra, em tubos contendo solucéo
salina (0,85% m:v) estéril com 0,05% (m:v) de polisorbato 80. Foram semeados 100 pL da diluicdo
desejada em 2 placas de Petri contendo meio Embrapa s6lido. As placas foram mantidas em estufa a 28
°C por 48 h e foram, entdo, contadas as unidades formadoras de col6nias. O calculo da quantidade de
unidades formadoras de colonia por mL de amostra foi calculado pela equagéo 1.

UFC) __ numero médio de colonias nas placasxfator de diluicio (e l)

Esporos (H

volume de amostra semeado (mL)

Quantificacéo da atividade proteolitica nos EFB

A atividade de proteases foi determinada utilizando como substrato da reacdo enzimatica a
azocaseina, de acordo com Charney e Tomarelli (1947), com modifica¢cbes. A mistura reacional
contendo 0,5 mL de azocaseina (Sigma) 0,5% (m:v), pH 7,0, e 0,5 mL de solugdo enzimatica,
previamente diluida, foi incubada por 40 minutos a 50 °C. A reacéo foi, entdo, paralisada com a adicao
de 0,5 mL de TCA 10 % (m:v) e a mistura centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos, 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 enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima necesséria para aumentar a
absorbancia a 428 nm de 0,01 nas condigdes experimentais.

Quantificacéo da atividade quitinolitica nos EFB.

A quantificacdo de quitinases foi realizada de acordo com Schmaltz (2020). A reacdo enzimatica
foi conduzida em tubos plasticos de 5 mL contendo 500 pL de solucdo 1% de quitina de crustaceo
coloidal em tampé&o acetato 50 mM em pH 7,0 e 500 pL de solugdo enzimética (previamente diluida),
sendo incubados a 40°C por 1 hora, sendo a reacéo paralisada em banho de gelo. Na sequéncia, foi
realizada a quantificacdo dos agucares redutores pelo método de DNS (Miller, 1959), utilizando N-
acetilglucosamina como padrdo. Um controle foi preparado paralisando a reacdo com o DNS logo no
inicio da reacdo enziméatica. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol de N-acetilglucosamina por mL por minuto de reacéo.

Analise do efeito dos EFB e dos PFB no tratamento das sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.)

Os EFB foram utilizados para tratamento das sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.),
adquiridas em comeércio local, sendo colocadas em sacos plasticos com capacidade para 1 Kg,
adicionadas de 2,0 mL do EFB para cada 300 g de sementes. Os sacos foram fechados e agitados
vigorosamente para homogeneizacao por cerca de 2 minutos. Em seguida foram colocados em bandejas
plasticas e secos em temperatura ambiente por 2 h. Agua destilada foi utilizada como controle. Os
ensaios foram realizados em duplicata.

As sementes tratadas com os EFB de Bacillus subtilis e 4gua destilada, foram cultivadas em
bandejas para mudas, com substratos itmido, sendo plantadas 25 sementes a 3 cm de profundidade para
cada ensaio. As bandejas ficaram na estufa e foram irrigadas 3 vezes por dia, por um periodo de 15 dias,
sendo quantificado o indice de germinacéo (plantulas 2 mm acima do substrato), o comprimento da parte
aérea e da raiz, além do volume das raizes (por deslocamento de coluna d"&gua).

Os produtos fermentados brutos (PFB) foram aplicados durante o plantio do feijao em vasos de
1 litro contendo substrato Umido. Em cada tratamento, exceto no tratamento com agua, foram plantadas
25 sementes juntamente com 0,24 g de PFB a uma profundidade de 5 cm. No tratamento com &gua,
apenas as sementes foram plantadas. Os vasos permaneceram na estufa por um periodo de 15 dias, sendo
irrigados trés vezes ao dia, por fim foram quantificados o indice de germinacdo, o volume das raizes e
0 comprimento da parte aérea.

Analises estatisticas
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As andlises 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
comparacgdo de médias pelo teste Tukey com 95% de confianga. A quantidade de plantas ou germinacao
foi avaliada pelo teste Qui-quadrado com o mesmo nivel de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Capacidade de retencao de 4gua do material quitinoso

A capacidade de retencédo 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.

Avaliacdo das fermentagdes

A contagem de esporos de B. subtilis nos EFB se mostrou satisfatria visto que foram, em
média, de 2,20 x 10° UFC.mL* de EFB. O extrato obtido dos ensaios que nédo receberam o inéculo néo
apresentaram contagem de esporos de Bacillus, indicando que ndo houve contaminacdo e que a
esterilizacdo foi eficiente.

Avaliacao da atividade proteolitica e quitinolitica nos EFB
A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para a atividade proteolitica e quitinolitica do EFB
de B. subtilis e do controle.

TABELA 1. Atividade proteolitica e quitinolitica dos EFB Controle e de Bacillus subtilis. Letras sobrescritas
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre as amostras pelo teste Tukey com 95%
de confianca.

Ensaio Atividade Proteolitica Atividade Quitinolitica
(U.g* de substrato seco) (U.Kg* de substrato seco)

EFBC 16,64 + 1,61° 1,86 £ 0,26

EFB Q 29,70 £ 0,282 36,31+ 7,272

Avaliacéo dos EFB no desenvolvimento inicial de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)

O indice de germinacdo bem como o volume da raiz e comprimentos da raiz e parte aérea,
médios, medidos ap6s 15 dias de cultivo das sementes tratadas com agua (controle), com o EFB Controle
e EFB B. subtilis estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. indice de germinag&o (%), volume da raiz (mL), comprimento a raiz (cm) e comprimento da parte
area (cm) de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) tratadas com agua (controle), com o EFB
Controle e EFB B. subtilis. Letras sobrescritas diferentes indicam que houve diferenga significativa
entre as amostras pelo teste Chi-quadrado para indice de germinacdo e Tukey para as demais, com
95% de confianca. As andlises foram realizadas por varidvel resposta.

. indice de Volume daraiz ~ Comprimento da Comprimento
Ensaio NS - .
germinacéo (%) (mL) raiz (cm) parte aérea (cm)
EFB C 70% 1,80+ 0,102 14,53 + 1,53 8,71 +£0,97%
EFB Q 622 1,75+£0,102 15,01+ 1,372 8,61+0,97?
Controle 682 1,69+0,102 14,31+1,77¢ 8,51+1,01°

A aplicagdo dos EFB ndo apresentou efeito significativo nos pardmetros avaliados, sendo que
na concentracdo avaliada, o B. subtilis 93 nao pode ser considerado com um provavel agente de melhoria
do desenvolvimento inicial do feijao.

Resultado similar foi observado por Lazzaretti e de Melo (2005) para a linhagem B. subtilis OG.
No entanto, Lastochkina et al. (2021) avaliaram linhagens endofiticas de B. subtilis na germinacdo de
feij0es, sendo observado que duas delas aumentaram o indice de germinacao de 1,3 a 2% em condi¢oes
normais, e de 15 a 72 % em condi¢es de salinidade de solo de 1%. Ainda promoveram o aumento do
comprimento das raizes e partes aéreas das plantas apds 8 dias da semeadura.

Avaliagdo dos PFB no desenvolvimento inicial de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)
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O indice de germinacéo, volume da raiz e comprimentos da raiz e parte aérea, medios, medidos
apos 15 dias de cultivo dos vasos onde foram adicionados PFB Q ou PFB C durante o plantio, bem como
o0 controle sem adi¢Bes, estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3. indice de germinagio (%), volume da raiz (mL), comprimento a raiz (cm) e comprimento da parte
area (cm) para o cultivo de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) nos tratamentos controle, com PFB Q e
PFB C. Letras sobrescritas diferentes indicam que houve diferenca significativa entre as amostras
pelo teste Chi-quadrado para indice de germinagdo e Tukey para as demais, com 95% de confianga.
As anélises foram realizadas por variavel resposta.

Ensai indice de Volume daraiz ~ Comprimento da Comprimento
nsaio N - )
germinacéo (%) (mL) raiz (cm) parte aérea (cm)
PFB C 92 4,04 +£1,15° 25,61 + 4,352 13,76 £1,75*
PFB Q 100 5,48 +1,082 24,41 + 3,15 14,43 + 1,762
Controle 86° 3,19+129¢ 24,91 £ 5,55 12,06 + 2,48°

A aplicacdo dos PFB, diferente do EFB, apresentou efeito significativo no aumento do volume
da raiz das plantas de feijdo, sendo que para o PFB Q houve um aumento de 1,7 vezes em relacdo ao
controle. Em relacdo ao comprimento das raizes, ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos. O crescimento e desenvolvimento do sistema radicular dos feijoes é importante para a
sustentacdo das plantas e para que explorem eficientemente o solo (de Cézaro, 2018).

O comprimento da parte aérea para os PFB Q e PFB C foram diferentes do controle, mas nao
entre si, com 95% de confiancga, sugerindo que para este pardmetro, o material quitinoso em si possa
apresentar resultados significativos.

Estes resultados apontam que o material quitinoso fermentado por B. subtilis 93, residual da
extracdo aquosa dos microrganismos e metabolitos extracelulares, pode contribuir positivamente com o
desenvolvimento inicial de plantas do feijoeiro, sendo um destino mais nobre que o descarte do material.

FIGURA 1. Plantas tratadas com PFB em estufa e analises de comprimento, respectivamente. a) PFB C, b) PFB
Qec)Agua

CONCLUSOES

Embora o B. subtilis 93 tenha apresentado bom desenvolvimento nas exuvias de T. molitor, com
0 extrato fermentado bruto atingindo contagens satisfatorias para tratamento de sementes, e
apresentando atividade proteolitica e quitinolitica, ndo houve efeito deste microrganismo no inicio do
desenvolvimento de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.). No entanto, este estudo ndo inviabiliza a
aplicacéo deste microrganismos como agente microbiano de controle de pragas e doencas.

O material solido fermentado, remanescente do processo de extragdo do bioinsumo a base de B.
subtilis produzido por fermentacdo em estado solido, um residuo da producédo, apresentaram efeito
positivo no volume das raizes das plantas do feijoeiro, favorecendo sua aplicacdo na agricultura.
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