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RESUMO

As pragas agricolas representam um grande desafio para a producdo global e, embora os
pesticidas quimicos sejam amplamente utilizados para enfrentar esse problema, eles trazem
riscos ambientais significativos. Como alternativa sustentavel, produtos bioldgicos a base de
microrganismos, como o fungo entomopatogénico Hirsutella thompsonii, t€m mostrado ser
solucdes eficazes. Esse fungo produz quitinase, uma enzima que decompde a quitina nos
exoesqueletos dos artropodes, sendo o seu isolado utilizado como um bioacaricida. Este estudo
teve como meta otimizar os parametros de cultivo de H. thompsonii para aumentar a produgao
de células viaveis e quitinase, visando melhorar a eficiéncia do produto bioldgico. Foram
avaliadas diversas fontes de carbono e nitrogénio, razdes C/N, pH inicial e vazio da aeragdo
em fermentacdo submersa. Mesmo sem o uso de um indutor especifico para quitinase, o fungo
apresentou produgdo significativa de enzimas e produgdo de células viaveis. Entre as fontes de
carbono testadas, a sacarose foi a mais eficiente, enquanto o extrato de soja se destacou como
melhor fonte de nitrogénio. A combinagdo desses nutrientes resultou na maior producao de
quitinase (22,15 £ 1,25 U/mL) e na maior concentracdo de células viaveis (5,50E+08 =+
2,12E+08 UFC/mL) apds 360 horas de cultivo. A andlise com o desenho composto central
mostrou que o pH do meio ¢ critico para a producdo de quitinase, enquanto as concentragdes
de acucar e extrato de soja foram fatores chave para a produgdo de protease. Os niveis de
protease foram mais altos nos primeiros dias, enquanto a producdo de quitinase aumentou apds
o sétimo dia, sugerindo uma relagdo inversa entre as duas enzimas. A producgdo ideal de
biomassa e quitinase foi alcangada quando se avaliou em frascos de 5 L com um sistema de
aeracao acoplado, na vazao de 4,0 L/min, sendo que vazdes menores ou maiores foram menos
eficazes. Esses resultados sublinham a importancia de ajustes precisos nas condi¢des de cultivo
para maximizar a produgdo enzimatica e a eficacia do produto biologico.

Palavras-chave: acaricida; bioinsumos; otimizagao; biotecnologia; controle biologico.



ABSTRACT

Agricultural pests represent a major challenge for global production, and although chemical
pesticides are widely used to tackle this issue, they pose significant environmental risks. As a
sustainable alternative, biological products based on microorganisms, such as the
entomopathogenic fungus Hirsutella thompsonii, have proven to be effective solutions. This
fungus produces chitinase, an enzyme that breaks down chitin in the exoskeletons of arthropods,
and its isolate is used as a bioacaricide. This study aimed to optimize the cultivation parameters
of H. thompsonii to increase the production of viable cells and chitinase, aiming to improve the
efficiency of the biological product. Various carbon and nitrogen sources, C/N ratios, initial pH,
and aeration rates in submerged fermentation were evaluated. Even without the use of a specific
inducer for chitinase, the fungus showed significant enzyme production and viable cell
production. Among the carbon sources tested, sucrose was the most efficient, while soybean
extract stood out as the best nitrogen source. The combination of these nutrients resulted in the
highest chitinase production (22.15 £ 1.25 U/mL) and the highest concentration of viable cells
(5.50E+08 + 2.12E+08 CFU/mL) after 360 hours of cultivation. The central composite design
analysis showed that the pH of the medium is critical for chitinase production, while sugar and
soybean extract concentrations were key factors for protease production. Protease levels were
higher in the early days, while chitinase production increased after the seventh day, suggesting
an inverse relationship between the two enzymes. Optimal biomass and chitinase production
were achieved when evaluated in 5 L flasks with an attached aeration system, at a flow rate of
4.0 L/min, with lower or higher flow rates being less effective. These results underscore the
importance of precise adjustments in cultivation conditions to maximize enzymatic production
and the effectiveness of the biological product.

Keywords: acaricide; bioinputs; optimization; biotechnology; biological control.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais problemas que afetam a producdo agricola no mundo ¢ causado por
pragas agricolas, que levam a grandes perdas de safras anualmente. De acordo com a
Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO), ha uma estimativa
de que a cada ano uma taxa de 20 a 40% da produgao agricola mundial, em torno de 220 bilhdes
de dolares, seja perdida em decorréncia de pragas agricolas (FAO, 2022). Somente no Brasil,
essa perda ¢ de aproximadamente 7,7% (quase 25 milhdes de toneladas de produtos agricolas),

ocasionando perdas econdmicas de 17,7 bilhdes de ddlares (Bayer, 2022).

As pragas agricolas consistem em organismos que causam danos as plantas, como
patdgenos e pestes (insetos e nematoides). Atualmente, uma das medidas mais utilizadas para
o controle dessas pragas agricola sdo os pesticidas quimicos, que tiveram seu uso global
aumentado em 30% entre 2000 a 2022 (FAO, 2022). Todavia, diversos estudos vém
demonstrando que o uso dessas substancias gera enormes prejuizos para o meio ambiente € a
satlde humana, além de que sua eficiéncia ao longo do tempo ¢ reduzida, uma vez que os
insetos-alvo adquirem resisténcia (Schmaltz, 2020). Mozzaquatro e colaboradores (2021) ao
fazerem um estudo sobre o custo-beneficio da substitui¢dao de insumos quimicos por biologicos
verificaram que a utilizacdo do manejo bioldgico na cultura da soja acarretou uma economia de
13,31%. J4 Arnaouty e colaboradores (2020) fizeram um estudo comparativo entre programas
de controle bioldgico e quimico em cultura de pimentdo e observaram que o custo de um
programa quimico para um ciclo de cultivo € de 49,1 USD, enquanto o biologico ¢ de 35,4
USD, além disso o bioldgico aumentou a producdo em até 35% em relagdo ao controle, sem a
utilizagdo de qualquer controle de pragas, e 17,88% em relagdo ao quimico. Diante disso, a
utilizagdo de produtos biologicos se mostra uma abordagem de baixo custo, sustentavel e
ecologicamente correta para a prote¢do das colheitas contra pragas agricolas. No entanto,
embora os bioldgicos sejam uma excelente alternativa, ndo € possivel substituir 100% os
quimicos em todas as situagdes. Isso se deve a variabilidade nas condi¢gdes de campo, a
necessidade de controle rapido em situagdes de alta infestacdo, e a falta de eficacia de alguns
produtos bioldgicos contra pragas ou doencas especificas, que exigem o uso de produtos
quimicos para assegurar a produtividade e garantir a estabilidade das safras. (Ram ef al., 2018;

Baker et al., 2020).
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De acordo com a Instru¢do Normativa Conjunta N° 3 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, de 10 de margo de 2006, os produtos bioldgicos para controle de
pragas, sao os organismos vivos de ocorréncia natural ou que sofreram alguma adi¢ao natural
de material hereditario, exceto os organismos submetidos a técnicas de modificagdo genética e
que podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana (Brasil, 2019). Segundo o Agrofit,
banco de informagdes sobre produtos agroquimicos do Brasil, o mercado global de
biopesticidas em 2020 obteve uma taxa de crescimento de 16% desde 2015. Somente no Brasil
o numero de produtos biologicos registrados passou de 1 em 2005 para 482 até fevereiro de
2023. Dentre esses produtos bioldgicos, os que ganham destaque sdao os fungos
entomopatogénicos, principio ativo de 39% dos produtos disponiveis no mercado (Agrofit,

2020).

Os fungos com atividade entomopatogénica sdo aqueles capazes de adentrar os insetos
hospedeiros através de sua cuticula e causar doengas e/ou até a morte dos mesmos. Tais fungos
sao capazes de colonizar um amplo espectro de espécies de insetos e acaros, além de causar
epizootias em condi¢@o natural, sendo que os fungos pertencentes a classe Ascomycota sao os
que mais possuem propriedades entomopatogénicas, como Beauveria, Metarhizium, Hirsutella,

Purpureocillium, Cordyceps. (Liitwin, 2020).

Dentre esses fungos, um que vem ganhando destaque ¢ a Hirsutella thompsonii (Fisher)
(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae), um micoacaricida que possui alta eficiéncia contra uma
diversidade de 4caros, como por exemplo o dcaro-da-falsa-ferrugem-dos-citros Phyllocoptruta
oleivora Ashmead (Acari:Eriophydae), sendo uma das principais pragas de culturas citricas,
além do acaro-rajado Tetranychus urticae Bolland (Acari:Tetranychidae), que € a principal
praga de uma ampla gama de hortalicas, plantas ornamentais e culturas como a do algodao e da
batata doce, além de outros hemipteros e lepidopteros (Wu et al., 2020, Hussain ef al., 2021).
Além disso, estudos como o de Ferreira et al. (2024), realizado na Embrapa, demonstram a
eficacia do fungo no controle bioldgico desses acaros na cultura de cocos, destacando a sua

potencialidade em sistemas agricolas sustentaveis.

No Brasil, ndo ha muitos produtos registrados que utilizam Hirsutella thompsonii como
ingrediente ativo. Os dois principais sao o Skupa-Mite®, registrado pelo MAPA sob o nimero
36819, utiliza a cepa CCT 7765 e € um acaricida microbioldgico que apresenta rapida agdo e
pode ser aplicado em diversas culturas sem periodo de caréncia. Outro produto ¢ o Mitekill

Thomptrix®, também baseado na cepa CCT 7765, que ¢ desenvolvido para o controle de
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pragas, oferecendo uma alternativa bioldgica eficaz e sustentavel no manejo de dcaros. Ambos

registrados pela Agrobiologica.

O processo de infeccdo do fungo entomopatogénico H. thompsonii, compartilhando
caracteristicas com outros fungos do mesmo grupo, pode ser dividido em quatro etapas descrito
por Castrejon Antonio (2012). Inicialmente, ocorre a adesdo do esporo a cuticula do inseto,
mediada pelas hidrofobinas (Li et al., 2010). Em seguida, fatores ambientais como umidade,
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e oxigenacdo desencadeiam a germinagdo do
esporo, formando um tubo germinativo que interage com receptores na cuticula, facilitando a
penetragdo (Toledo et al., 2010). O tubo germinativo, além de exercer forga mecanica, libera
enzimas que degradam os tecidos do inseto. Na terceira fase, o fungo se desenvolve dentro do
inseto, produzindo estruturas secundarias, como conidios, hifas e blastosporos que se espalham
pelo corpo, alimentando-se dos fluidos do inseto e liberando toxinas que levam a sua morte
(Beys-da-silva et al., 2010). Na ultima etapa, apds a morte do inseto, o fungo esgota os recursos
nutritivos e passa a produzir esporos para sua reprodu¢ao (Bruck & Lewis, 2002). Dentro desse
contexto, ¢ crucial no processo algumas enzimas como lipases, proteases e principalmente
quitinases que desempenham papel fundamental na degradagdo da cobertura externa,
facilitando a infec¢@o do fungo (Castrejon-Antonio, 2012; ManninO et al., 2019). Além disso,
os fungos entomopatogénicos produzem uma diversidade de estruturas que também sdo
infectivas seguindo o mesmo padrao do processo dos esporos, como blastoporos (Feng et al.,

10994), hifas germinativas (Hajek & Leger, 1994) e conidios (Humber, 2008).

A produgdo do fungo H. thompsonii como agente bioldgico acaricida ¢ um processo que
pode ser realizado tanto por fermentacdo submersa quanto por fermentacdo solida. Atualmente
a forma mais utilizada ¢ a fermentacao sélida, que envolve a colonizagdo de cereais pelo fungo
e ¢ realizada em sacos plésticos sob condi¢des controladas, sendo considerado um método
eficiente para a producdo em larga escala de conidios. Ja a fermentag¢do submersa ¢ vantajosa
por permitir a obtenc¢do de uma elevada quantidade de outras estruturas fingicas, como micélio,
blastdsporos e conidios facilitando o crescimento inicial rapido do fungo (Rossi-Zalaf, 2007).
Além disso este método utiliza matrizes preparadas em meio liquido, reduzindo o tempo
necessario para a produgdo. Geralmente, as fermentacdes em estado solido levam em torno de
10 a 15 dias, enquanto a fermentacdo submersa leva cerca de 3 a 5 dias, para se chegar na

mesma concentragcdo que os cultivos em estado s6lido (EMBRAPA, 2009).
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Diante da crescente demanda por biopesticidas mais eficientes e sustentaveis, a necessidade
de aprimorar a produ¢ao desses produtos torna-se evidente, dada a importancia de atender a um
mercado em expansdo de insumos agricolas mais eficazes e amigaveis ao meio ambiente.
Apesar dos diversos estudos que tém avaliado a eficicia do fungo entomopatogénico H.
thompsonii no campo, identifica-se uma lacuna significativa no que diz respeito a producgdo de
células viaveis desse microrganismo ¢ uma lacuna ainda mais ampla quando se trata da
producao de enzimas, especialmente as quitinases. A escassez de pesquisas nesse ambito
destaca a necessidade de preencher essa lacuna e, consequentemente, ressalta a importancia e
o carater inovador deste projeto. Ao abordar a produ¢ao mais eficiente e escalonavel ndo apenas
do microrganismo, mas também das enzimas essenciais, este projeto propde uma contribui¢ao
significativa para o desenvolvimento de biopesticidas mais eficazes, sustentdveis e alinhados

as demandas de um setor agricola em constante evolugao.
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6. CONCLUSAO

Mesmo na auséncia de um indutor especifico para a produgdo de quitinase, o fungo
entomopatogénico Hirsutella thompsonii CBMAI 2832 ¢ capaz de produzir quitinase e células
vidveis em concentracdes elevadas. A melhor fonte de carbono identificada no estudo foi a
sacarose, enquanto o extrato de soja se mostrou a melhor fonte de nitrogénio. As condigdes
Otimas para o crescimento e producdo de quitinase foram obtidas com uma combinagao de pH
inicial de 6,0, 15 g/L de extrato de soja e 5 g/L de agucar, resultando em um maximo de 5,5x 108

UFC/mL e uma atividade de quitinase de 8,0 = 0,16 U/mL apds 360 horas de cultivo.

O planejamento experimental indicou que o pH do meio de cultivo tem um efeito
significativo sobre a producdo de quitinase, enquanto as concentragdes de agucar e extrato de
soja afetam principalmente a produgdo de protease. Além disso, todas as varidveis testadas
influenciam a producao de unidades formadoras de colonias (UFC). A produgao de protease foi
mais elevada nos primeiros dias de cultivo, enquanto a producao de quitinase se intensificou
apos o sétimo dia, sugerindo uma relagdo inversa entre as duas enzimas, com condi¢des 6timas

distintas para cada uma.

A aeracdo de 4 L/min foi a mais eficiente para otimizar a producdo de biomassa, UFC e
quitinase na linhagem H. thompsonii CBMAI 2832. Vazdes menores, de 0 e 2 L/min, foram
menos eficazes tanto para o crescimento quanto para a produgdo enzimatica, enquanto uma

vazao maior, de 8 L/min, também ndo proporcionou o melhor desempenho global.

Esses resultados demonstram a importancia de ajustes finos nas condi¢gdes de cultivo, como
a aeragdo e os parametros quimicos do meio, para otimizar a produgdo de bioinsumos a base de
H. thompsonii. A otimizagao dessas condi¢des permitiu a formula¢do de um bioacaricida mais
eficaz, com produgado elevada de quitinase, destacando a relevancia de controlar rigorosamente

o processo de fermentacdo para o desenvolvimento de bioacaricidas de alto desempenho.
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