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RESUMO: Este estudo teve como objetivo a comparagdo do cultivo de Beauveria bassiana em material
quitinoso de T. molitor e arroz, para obtencdo de bioinsumo contendo atividade quitinolitica, proteolitica
e contagem satisfatoria de propagulos de B. bassiana, além de avaliar o efeito no desenvolvimento
inicial de plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.). Os extratos das fermentacfes em estado
solido foram avaliados quanto a contagem de propagulos, atividades enzimaticas e aplicados no
tratamento das sementes de feijdo, que foram plantadas em bandejas e cultivadas em casa de vegetacao
por 15 dias. O estudo revelou que o fungo se desenvolveu melhor no substrato quitinoso (3,1 x 10°
UFC.g! de substrato seco) que no arroz (7,4 x 108 UFC.g* de substrato seco) e apresentou atividade
proteolitica e quitinolitica 6 e 4 vezes, respectivamente, superiores ao extrato obtido da fermentacdo em
arroz, sendo capaz de elevar o comprimento aéreo das planas apés 15 dias de cultivo em 1,4 vezes em
relacdo ao controle.
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APPLICATION OF Beauveria bassiana CULTIVATED ON tenebrio molitor LARVAL EXUVIA
IN COMPARISON TO CULTIVATION ON RICE FOR USE IN BEANS (phaseolus vulgaris L.)

ABSTRACT: This study aimed to compare the cultivation of Beauveria bassiana on chitinous material from
Tenebrio molitor and rice to produce a biofertilizer with chitinolytic and proteolytic activity, along with a
satisfactory count of B. bassiana propagules. The solid-state fermentation extracts were evaluated for propagule
counts, enzymatic activities, and applied to the treatment of common bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds, which
were planted in trays and cultivated in a greenhouse for 15 days. The study revealed that the fungus developed
better on the chitinous substrate, achieving a count of 3.1 x 10° CFU.g" of dry substrate compared to 7.4 x 108
CFU.g" on rice. Additionally, the chitinous substrate exhibited proteolytic and chitinolytic activities that were 6
and 4 times higher, respectively, than those obtained from the rice fermentation extract. This increased enzymatic
activity resulted in a 1.4-fold increase in shoot length after 15 days of cultivation compared to the control.
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INTRODUCAO

A criacdo massal de insetos para alimentacdo gera subprodutos que podem ser aplicados na
obtencdo de bioinsumos para a agricultura (Castro et al., 2018; Heyes, 2018; Fialho et al., 2021; Poveda,
2021). Entre os insetos criados de forma massal, estdo as larvas de Tenebrio molitor, que foram as
primeiras com regulamentacdo para o consumo humano na Unido Europeia (EFSA NDA Panel, 2021).
Durante o desenvolvimento das larvas, ha a liberacdo de exuvias, composta majoritariamente por
proteinas, quitina e minerais, como residuos (Finke, 2007; Kim et al., 2014; Lin et al., 2021). A quitina
e seus derivados podem ser aplicados na agricultura, estimulando o desenvolvimento de plantas e

15° CONICT 2024 1 ISSN: 2178-9959


mailto:annabeatrizqueirozaguiar@gmail.com
mailto:marcela.bagagli@ifsp.edu.br

aumentando o rendimento das culturas (Chakraborty et al., 2020; Poveda, 2021). Além disso, s&o
componentes da parede celular de fungos, atuando como estrutura de protecao e estrura (Azevedo et al.,
2007; Poveda, 2021).

Beauveria bassiana ¢ um fungo entomopatogénico e endofitico amplamente utilizado no controle
biolégico de insetos-praga e/ou no desenvolvimento de plantas, sendo um produtor de quitinases e
proteases por fermentacdo em estado solido (Suresh; Chandrasekaran, 1999; Liu; Yang; Wang, 2022;
Sala et al., 2022). Atualmente, a produgéo deste fungo utiliza principalmente arroz cozido ou outros
cereais como substrato. No entanto, como o arroz é um cereal amplamente utilizado na alimentagédo
humana, surge o interesse em encontrar outros meios de cultivo para a fermentacdo em estado solido
(FES) a base de residuos ou subprodutos (Mattedi et al., 2023), sendo os residuos da criacdo de insetos
uma alternativa (Maciel, 2023).

Considerando a importancia do fungo B. bassiana na agricultura e a necessidade de
aproveitamento de residuos como substratos alternativos em FES, este trabalho visou utilizar o material
quitinoso proveniente de exdvias de larvas de Tenebrio molitor como substrato para a fermentacéo em
estado solido de Beauveria bassiana, a fim de se obter bioinsumo com atividade de quitinases e
proteases bem como quantidade significativa do minicrorganismo. Ainda, foi avaliado o efeito dos
bioinsumos obtidos na fase germinagdo de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) comum e no seu
desenvolviemnto inicial.

MATERIAL E METODOS
Preparo do material sélido

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 c6nico 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 linhagem de Beauveria bassiana (Bb) foi isolada do produto comercializado pela empresa de
bioinsumos AGRINOR fertilizantes e mantido no laboratério de microbiologia do Instituto Federal de
S&o Paulo, Campus Avaré, em slants de agar batata dextrose (PDA) recobertos por vaselina liquida sob
refrigeracdo (5°C) até o momento de uso.

Para a producéo dos inoculo de Bb, placas de Petri contendo agar batata dextrose (PDA) foram
recobertas com o microrganismo, utilizando técnica de recobrimento para obtencdo de crescimento
confluente, utilizando swab estéril para o estriamento. As placas foram incubadas a 28 °C por 96 h.

Cultivo dos microrganismos nos materiais por fermentacéo 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).

Para o cultivo em arroz foram utilizados a proporcéo 1:1, colocando em frascos Erlenmeyer de
250mL 30g de arroz tipo 1, umedecido com 30 mL de agua destilada.

Ambos os substratos foram feitos em triplicata, autoclavados a 121°C por 15 minutos. Ap6s o
resfriamento, foram inoculados com 3 cilindros de &gar, de 0,6 cm de diametro, com a superficie
completamente recoberta pelo microrganismo de interesse, e incubados por 240 h para o material
quitinoso e por 168 h para o arroz, a 28 °C.

Extracdo de enzimas extracelulares e microrganismos

Apos o periodo de incubagdo, foram adicionados 50 mL de agua destilada a os meios de cultivo,
seguidos de homogeneizacdo com bastdo de vidro e agitagdo a 200 rpm por 40 minutos a 28°C. Em
seguida, os extratos foram filtrados utilizando funil e gaze estéril para remover os sélidos. Os filtrados
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resultantes foram denominados de extrato fermentado bruto de quitina (EFB Q), extrato fermentado
bruto de Arroz (EFB A), ambos foram armazenados a -18°C até a anélise.

Os extratos foram avaliados quanto a producdo de proteases, quitinases, contagem indireta de
propégulo de B. bassiana e aplicados no ensaio de germinacao de feijdo (Phaseolus vulgaris L.).

Quantificacdo de bolores nos EFB

Foi realizado a diluicdo decimal seriada da amostra em tubos com solugdo 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 &gar PDA. Apéds espalhamento com alca de Drigalsky, as placas foram incubadas em
estufa a 28°C por 96 h e, entdo, foram contadas as unidades formadoras de colénias. O célculo da
quantidade de unidades formadoras de col6nia por mL de amostra foi calculado pela equagéo 1.

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

Esporos (H

eql)

volume de amostra semeado (mL)

Quantificacéo da atividade proteolitica nos EFB

A atividade de proteases foi medida utilizando azocaseina como substrato para a reagao
enzimatica, conforme o método de Charney e Tomarelli (1947), com algumas modificages. A mistura
composta por 0,5 mL de azocaseina a 0,5% (m:v), pH 7,0, e 0,5 mL da solugdo enzimética previamente
diluida. Esta mistura foi incubada por 40 minutos a 50°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,5
mL de TCA a 10% (m:v), e a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 20°C. Uma aliquota
de 1,0 mL do sobrenadante foi entdo neutralizada com 1,0 mL de KOH a 5 M. A atividade enzimatica
(V) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia a 428 nm em 0,01
nas condicBes 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 tampao acetato 50 mM em pH 7,0 e 500 pL de solucdo enzimaética (previamente diluida),
sendo incubados a 40°C por 1 hora, e apos a reagdo 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 no tratamento das sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)

Os EFB foram utilizados para o tratamento das sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.),
compradas em comércio local. As sementes foram colocadas em sacos plasticos com capacidade para 1
kg e foram adicionados 2,0 mL de EFB para cada 300g de sementes. Os sacos foram fechados e agitados
por 2 minutos para garantir a homogeneizagdo. Em seguida, as sementes foram colocadas em bandejas
plasticas e secas em temperatura ambiente por 2 horas. Agua destilada estéril foi utilizada como controle.

As sementes tratadas foram cultivadas em bandejas para mudas, com substratos Umido, sendo
plantadas 25 sementes a 3 cm de profundidade para cada ensaio, realizados em duplicata. As bandejas
foram colocadas na estufa e irrigadas trés vezes ao dia durante 15 dias. Durante esse periodo, foi
quantificado o indice de germinacdo (plantulas com pelo menos 2 mm acima do substrato). Ao final do
experimento, foram medidos o comprimento da parte aérea e das raizes, além do volume das raizes,
utilizando o método de deslocamento de coluna d'agua.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através da ANOVA de um fator, com auxilio do
software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) versao 4.1.0, sendo realizadas
comparacdo de médias pelo teste Tukey com 95% de confianca. No caso da germinacéo, os dados foram
analisados pelo teste Chi-quadrado com 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Capacidade de retencao de 4gua do material quitinoso
A capacidade de retencdo 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 fermentacGes e atividades enzimaticas
A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para a contagem de esporos de B bassiana bem como
as atividade proteolitica e quitinolitica do EFB A e EFB Q.

TABELA 1. Atividade proteolitica e quitinolitica dos EFB A e EFB Q de Beauveria bassiana. Letras sobrescritas
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre as amostras pelo teste Tukey com 95%
de confianca, sendo a analise realizada para cada resposta.

Contagem de B.

Atividade Proteolitica Alividade Quitinolitica

. - -1 -1

Ensaio bassiana (UFC.g™" de (U.g* de substrato seco) (U.Kg™ de substrato
substrato seco) Seco)

EFB A 7,4 x 1080 57+0,6° 4,15 +0,21°

EFB Q 3,1x10°? 34,8+28° 116+0,9°

A contagem de propéagulos de B. bassiana por grama de material quitinoso de T. molitor foi 42
vezes superior a encontrada por grama de arroz, nas condigdes experimentais, com 95% de confianca.
Os valores obtidos foram razoaveis, atingindo contagens préximas a de especificagdes de referéncia
para bioinsumos para agricultura organica (Brasil, 2019).

As duas atividades enzimaticas avaliadas foram significativamente superior para o EFB Q, com
95% de confianca, sugerindo que a producdo de enzimas extracelulares sofreu inducdo do material
quitinoso composto majoritariamente de proteinas e quitina (Smith; Grula, 1983; Fleuri; Sato, 2008;
Baldoni et al., 2020).

Avaliagdo dos EFB no tratamento das sementes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)

O indice de germinagdo 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 0 EFB A e
EFB Q, 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 A
e EFB B. Letras sobrescritas diferentes indicam que houve diferenca significativa entre as amostras
pelo teste Chi-quadrado para indice de germinacdo e Tukey para as demais, com 95% de confianca.
As anélises foram realizadas por variavel resposta.

Ensai Indice de Volume daraiz ~ Comprimento da Comprimento
nsaio o - )
germinacdo (%) (mL) raiz (cm) parte aérea (cm)
EFB A 50 + 8,5 1,72 £0,01° 14,51 + 0,342 7,68 + 0,450
EFBQ 70 £ 8,5 2,07 £ 0,05 14,58 + 0,11° 9,48 +0,81°
Controle 68 £ 5,7° 1,69 +0,12%P 14,31 £ 2,74° 8,51+0,12°

O indice de germinacéo das sementes ndo apresentaram diferencas significativas pelo teste Chi-
quadrado com 95% de confianca. O comprimento das raizes também néo diferiram significativamente,
no entanto, observa-se que a amostra controle apresentou maior variacdo que as demais. Em relacdo ao
volume das raizes, as plantas que tiveram as sementes tratadas com EFB Q apresentaram volume
significativamente superior as tratadas com o EFB A, no entanto ndo diferiram do controle com 95% de
confianca. Novamente, nota-se que a variacao dos volumes no controle foi superior as demais. Por fim,
as partes aéreas nas plantas de sementes tratadas com EFB A e EFB Q nao diferiram, no entanto, as
tratadas com EFB Q foram significativamente maiores que as controle, com 95% de confianca.

Canassa et al. (2019) avaliaram o desenvolvimento de plantas de feijdo apds 7, 14 e 21 dias de
plantio em comparacdo com um controle (sementes ndo inoculadas), sendo observado que o fungo
entomopatogénico e endofitico foi capaz de aprimorar a altura das plantas, diferindo significativamente
do controle.
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CONCLUSOES

O fungo entomopatogénico e endofitico B. bassiana foi capaz de se desenvolver em material
quitinoso proveniente de exivias de T. molitor, atingindo quantidade significativa de propagulos por
grama de substrato seco. Além disso, o extrato retirado do material fermentado apresentou atividade
proteolitica e quitinolitica superiores que o evidenciado para o extrato do cultivo do fungo em arroz, um
substrato tradicional para sua propagacdo, sugerindo que o substrato mais complexo composto
majoritariamente por quitina e proteina pode estimular a producdo de exoenzimas nas condi¢Bes
avaliadas.

O extrato fermentado de quitina por B. bassiana, quando aplicado no tratamento de sementes de
feijdo, elevaram a altura das plantas quando comparado ao controle, ndo diferindo do extrato fermentado
de arroz. Uma grande variacdo nos resultados do controle foram observadas, para todas as medidas de
crescimento das plantas. Néao foi observado efeito dos EFB na germinacéo das sementes, nas condi¢bes
experimentais.
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