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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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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desta pesquisa foi determinar os parametros o6timos de cultivo do fungo
filamentoso Hirsutella thompsonii para maximizar a produ¢do de células viaveis e da enzima
quitinase em fermentagdo submersa, com o propoésito de formular um produto eficiente para

aplicagdo em bioinsumos agricolas.

2.2 Objetivos especificos

Selecionar os melhores pardmetros de cultivo para a produgdo de células vidveis e da enzima

quitinase em fermentacdo submersa, tais como:
- Fontes adicionais de carbono e nitrogénio;
- Avaliagdo do efeito de sais no meio de cultivo.
- Avaliagdo da razdo carbono/nitrogénio;
- Avaliagdo de fontes indutoras de producao de quitinase;
- Avaliagdo da estabilidade da enzima no caldo de cultivo
- Avaliagdo de condig¢des de cultivo (aeragdo, pH inicial do cultivo);

- Avaliacao do escalonamento inicial do processo, com a transi¢ao de frascos de 500 mL

para frascos de 5 L.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Agricultura frente a seguranca alimentar e as mudangas climaticas

De acordo com as proje¢des mais recentes da Divisdo de Populacdo da ONU, em 2022
a populagdo mundial atingiu 8 bilhdes de pessoas, e espera-se que cresca para aproximadamente
9,7 bilhoes em 2050 e 10,4 bilhdes em 2100. (United nations, 2022). No contexto brasileiro,
que atualmente conta com cerca de 215 milhdes de habitantes, as estimativas apontam para um
aumento de 231 milhdes em 2050 e 285 milhdes em 2100 (IBGE, 2022). Este panorama destaca
um dos maiores desafios contemporaneos: garantir a seguranca alimentar. Além disso, a forma
como produzimos e consumimos alimentos revela a necessidade de melhorias, ressaltando a

importancia de maximizar a qualidade e produtividade das lavouras (Domene et al., 2023).

Somado a isso, o processo agricola atualmente em uso foi reconhecido como um dos
principais impulsionadores das mudangas climaticas (Domene et al., 2023). Ao analisarmos a
situacdo nacional, o Brasil figura como o quinto maior emissor de gases de efeito estufa no
mundo, sendo que o setor agropecudrio contribuiu com 27% das emissdes em 2020, enquanto
mudangas no uso da terra e desmatamento responderam por 46% (Potenza et al., 2021). Se essas
emissoOes persistirem nos niveis atuais, € previsto um aumento global na temperatura de 1,5°C
antes de 2030 e de 2°C antes de 2050 (Alpino et al., 2022), acarretando queda na produtividade,
aumento na presenga de pragas e impactos negativos nos precos, o que tera implicagdes
adversas na producao agricola (Masson-Delmotte et al., 2022; Shukla et al., 2022). Esses
impactos sdo agravados por projecdes que indicam uma reducao de 18% a 25% na produgao
global de alimentos devido a pragas, com patdgenos responsaveis por mais 10% a 15% dessa
perda (Mohammad-Razdari et al., 2022). Consequentemente, para atender as demandas
mundiais por lavouras, sera necessario o uso de cerca de 65 mil toneladas de pesticidas e mais
de 2,16 milhdes de toneladas de fertilizantes minerais anualmente para alcancar os rendimentos

visados pela producao agricola (Davydov et al., 2018).

Assim, mesmo reconhecendo que a garantia de uma alimentacdo adequada para a
populagdo e a restauragdo do clima do planeta dependa de diversos fatores, o desenvolvimento
de uma agricultura sustentavel se consolida como uma das causas mais importantes para a

sobrevivéncia humana (Kopittke ez al., 2019).
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3.2. Praga agricolas: acaros

Segundo a Embrapa (2024) pragas agricolas sdo definidas como quaisquer espécies,
raga ou bidtipo de planta, animal ou agente patogénico que danifica plantas ou produtos
vegetais. Essas podem ser divididas em patdgenos, que sdo agentes causadores de doencas (ex.:
bactérias, virus, fungos e nematoides), e pestes, que sdo organismos invasores que atacam e
causam danos as plantas (ex.: insetos). Dessa forma, praga ¢ qualquer organismo que o ser
humano julga como sendo prejudicial a si mesmo, seus plantios, animais e/ou sua propriedade

(Lins Junior, 2019).

Ja foram descritas cerca de um milhdo de espécies de insetos, sendo apenas 10%
consideradas pragas agricolas. Esses organismos podem causar danos de forma direta, quando
ataca a parte comercial propriamente dita da planta, ou de forma indireta, quando causa
problemas em partes da planta que ndo sdo comerciais refletindo na producao final. Além de
consumir as plantas, os insetos também podem transmitir patégenos, podendo facilitar a
proliferagdo de bactérias e o desenvolvimento de fungos que injetam toxinas nos vegetais

tornando o alimento nao consumivel para os humanos (Papini, 2014; Lins Janior, 2019).

Uma das principais pestes agricolas sdo os 4caros, organismos classificados como
artropodes quelicerados da classe Arachnida, subclasse Acari, e correspondem ao segundo mais
numeroso grupo de artropodes, sendo apenas superado pelo grupo dos insetos. Geralmente sdao
pequenos, nao ultrapassando 0,5 mm de comprimento, habitam diferentes ambientes, tanto
terrestre como o aquatico, e apresentam hdabitos alimentares diversos, como predagdo,
saprofitismo, ou seja, se alimentam de microrganismos ou matéria organica em decomposi¢ao

ou podem ser parasitas de outros animais (Bertolo et al., 2011).

Embora acaros e insetos pertengam a grupos taxonomicamente distintos, ambos causam
danos significativos a agricultura. No entanto, quando falamos de entomopatdgenos, a maior
parte das pesquisas e esforcos esta voltada para o controle de insetos praga. Essa disparidade
pode ser explicada, em parte, pela atengao historica dada aos insetos devido ao seu impacto
direto e amplamente documentado nas grandes culturas agricolas (Goettel et al., 2021). Por
outro lado, os 4caros, apesar de também causarem prejuizos consideraveis, como a Tetranychus
urticae, que afeta mais de 200 plantas hospedeiras, incluindo culturas de alto valor econdmico,
como soja € morango (Zhu et al., 2022), ainda ndo recebem a mesma atencdo em estudos

entomopatogénicos. Isso pode se dever a menor visibilidade dos danos causados por 4caros
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comparado aos insetos, ao ciclo de vida mais curto e a dificuldade em isolar agentes patogénicos
especificos para controle biologico eficiente (Van Leeuwen et al., 2021). Além disso, a
identificacdo de acaros e a caracterizagdo de suas interagcdes com patdogenos ainda ¢ um desafio

técnico, o que limita o avango de pesquisas voltadas para este grupo de organismos.

Todavia, o que a agricultura mais teme sao os acaros fitéfagos (Figura 1), pois se
alimentam do contetido citoplasmatico das células vegetais. Para isso, utilizam de suas
queliceras modificadas em forma de estiletes para perfurar diferentes partes da planta. Em
seguida, por meio do furo, eles sugam o alimento para o interior de seu aparelho digestivo com
a ajuda de uma bomba de succdo localizada na faringe. Assim, os danos as plantas sdo
ocasionadas tanto pelos furos com o estilete quanto pelo esvaziamento do conteudo celular dos
tecidos vegetais. J4 os sintomas causados variam de diferentes fatores, como de espécie para
espécie, da densidade populacional, do estdgio de desenvolvimento, da estrutura vegetal
atacada e da duracdo do ataque (Pinheiro et al., 2008). A Tabela 1 sintetiza as principais espécies

de &caros encontradas na produg¢do agricola.

Figura I - Desenho ilustrativo de um acaro fitofago da familia Tetranychidae.

Fonte: Zhang (2003).



Tabela I — Principais espécies de acaros encontradas atualmente em culturas agricolas.

Nome Nome cientifico Culturas Sintomas Referénci
popular as
Acaro- Tetranychus Seringueira, Iniciam como pequenas areas Koch,
rajado urticae bananeiras, cloréticas nas folhas, 1936

videiras etc. = posteriormente, o local de ataque
fica necrosado. Na parte superior
das folhas se visualizam as
lesGes, manchas amareladas, que
evoluem para vermelho

Acaro- Oligonychus Eucaliptos, E encontrado na face superior = McGregor,
vermelho ilicis café, erva- das folhas; as regides atacadas 1917

mate tornam-se bronzeadas e cobertas
com pequena quantidade de teia,
a qual ficam aderidas particulas

carregadas pelo vento.

Acaro- Panonychus Macieiras, Folhas apresentaram Koch,
vermelho- ulmi videiras, bronzeamento, com manchas 1936

europeu pereiras e avermelhadas na face adaxial,

pessegueiros resultando em sua queda
prematura.

Acaro- Mononychellus | Mandioqueir Os maiores danos sao Bondar,
verde-da- tanajoa ase observados na regido apical das 1938
mandioca algodoeiras folhas, com o retardamento de

seu crescimento, observado pela
reducdo do comprimento dos
internodios.

Acaro- Polyphagotarso Citros, Atacam as folhas mais jovens. Banks,

branco nemus latus mamoeiro, Folhas tornam-se deformadas; 1904

videiras, sua face inferior adquire aspecto

pimentao, corticoso. Frutos infestados
batata, tornam-se geralmente cinza-
tomate prateados, podendo apresentar

tamanho menor que frutos nao
atacados.

Fonte: o autor.
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3.3. Insumos agricolas

As pragas agricolas s3o um dos fatores mais alarmantes quando se trata de produtos cuja
origem ¢ o campo, todavia com o avango da agricultura foram desenvolvidos inimeros métodos
de controle como fisicos, quimicos, biolégicos e culturais (Lins Junior, 2019). Por volta da
década de 1960 as producdes agricolas passaram por uma transformacao chamada Revolugao
Verde, a qual difundiu-se tecnologias voltadas para uma agricultura que objetiva multiplicar a
producdo de alimentos (Pelaez & Mizukawa, 2017). Para isso intensificou-se a utilizagcdo dos
defensivos quimicos (agrotoxicos) e fertilizantes sintéticos que aliado ao desenvolvimento
genético de sementes contribui para a ampliacdo do programa que elevaria a producao agricola
no mundo (Serra ef al. 2016). Um exemplo foi a producdo global de trigo que aumentou cerca
de 200 milhdes de toneladas na década de 1960 para mais de 750 milhdes de toneladas na
década de 2000, ou seja, um aumento de cerca de 210%. O mesmo aconteceu para a producao
de arroz e milho que teve um aumento de 100 e 200% entre 1960 e a década de 2000. (FAO,
2022). Embora se tenha alcancado tal aumento de producao agricola, esse modelo produtivista
veio com um custo que acarretou inimeros impactos negativos mundiais € vem se tornando
insustentavel, pois causa polui¢do aos ecossistemas e seu uso possui efeitos nocivos a saude do

agricultor e do consumidor final (Fontes & Valadares-inglis, 2020).

No Brasil, a Revolugdo Verde impulsou o setor agropecuario que transformou um pais
importador de alimentos para um dos paises que se consolidam como os um dos maiores
produtores e exportadores e commodities agricolas (Aratijo, 2023). Em decorréncia disso, 0 uso
de insumos quimicos foi se intensificando, tornando o Brasil extremamente dependente de
agrotoxicos e fertilizantes quimicos oriundos do mercado internacional, como exemplo o
mercado de fertilizantes nitrogenados, fosforados e potéassicos (FAO, 2019; Gomes et al.,2021).
Além disso, o processo de tais insumos demandam alto custo energético, consumo de
combustivel fossil e vem acompanhados de inimeras perdas por volatilizagdo, imobilizagao ou
outros processos geoquimicos reduzindo sua eficiéncia (Fageria, 2014). O Brasil continua a ser
o maior consumidor de defensivos agricolas do mundo, com um aumento significativo no uso
desses insumos. Em 2023, o pais registrou um total de 1.424.588 toneladas de defensivos
aplicados, representando uma alta de 9,5% em relacdo ao ano anterior. Os herbicidas foram
responsaveis por 47% desse total, seguidos por fungicidas e inseticidas, que somaram 22% cada
um (Carneiro, 2024). Essa tendéncia de aumento no uso de defensivos se deve, em parte, a

expansdo da area cultivada e as condi¢des climaticas que favorecem a proliferacdo de pragas e
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doencgas. Esse cendrio levanta questdes sobre a sustentabilidade da agricultura no pais, visto
que o uso excessivo de defensivos pode acarretar sérios problemas ambientais e de satde
publica, apesar de os defensivos serem considerados essenciais para a produtividade agricola

em larga escala (Cardin, 2024).

Dentro desse contexto surge o conceito do Manejo Integrado de Pragas (MIP), que
objetiva a minimizagao dos problemas expostos. Segundo o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos em 1996, o MIP pode ser definido como “uma abordagem sustentavel de
manejo de pragas, através da combinacdo de ferramentas bioldgicas, culturais, fisicas e
quimicas de maneira a minimizar riscos econdmicos, de saude e ambientais”. A longo prazo,
essa abordagem holistica de manejo inseto-praga deve reduzir o uso de agrotdxicos, fornecendo
economia para o agricultor e prote¢do tanto para o meio ambiente quanto para a saide humana
(Ehler, 2006). Sendo a utilizagao de bioinsumos um dos maiores aliados na agricultura que visa

a redugdo de agrotdxicos e outros agroquimicos.

Os bioinsumos t€ém ganhado destaque no Brasil, sendo considerados produtos, métodos
e tecnologias de origem organica que beneficiam a cadeia produtiva agricola. Com o objetivo
de fomentar e regularizar a producdo e uso desses insumos, foi instituido, através do Decreto n°
10.375, de 26 de maio de 2020, o Programa Nacional de Bioinsumos (PNB). Este programa ¢
uma iniciativa do Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA) e visa promover a utilizagao

sustentavel de bioinsumos, beneficiando agricultores € o0 meio ambiente (Brasil, 2020).

O PNB se alinha a trés principais objetivos: fortalecer o uso de bioinsumos no
agronegocio brasileiro, garantir a qualidade e a seguranca dos produtos e promover a
capacitacdo e a formagdo de boas praticas entre os produtores. Entre as agdes propostas,
destaca-se a criagdo de manuais de boas praticas e a realizacdo de treinamentos para assegurar
que os bioinsumos sejam produzidos de acordo com as normas e especificacdes técnicas,

garantindo sua efic4cia e seguranga para o meio ambiente e para a saude publica (Brasil, 2020).

Além disso, o programa esta em consonancia com iniciativas mais amplas, como o Plano
Nacional de Fertilizantes (PNF) e a Portaria n® 471, que estabelece diretrizes para a adaptacao
a mudanga do clima e a reducdo das emissdes de carbono na agropecuaria. Essas politicas
refletem um compromisso com a sustentabilidade e a inovacdo no setor agricola, reconhecendo
a importancia dos bioinsumos na promogdo de praticas agricolas mais sustentaveis e na

mitigacdo dos impactos ambientais (Brasil, 2020).
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3.4. Controle biologico

Apesar do termo controle bioldgico estar em alta atualmente, ele ndo se refere a um
conceito novo. Ha milhares de anos, essa técnica ja era empregada, porém, a defini¢cao do termo
s0 foi proposta em 1919 por Harry Smith da Universidade da Califérnia como sendo “a
supressao de populagdes de insetos pela agao de seus inimigos naturais nativos ou introduzidos”
(Smith, 1919). Esse conceito foi se remodelando ao decorrer do tempo devido aos avangos do
MIP e a sua relagdo em colaboragcdo no equilibrio das dindmicas socioambientais, ficando

definido como:

[...] redugdo de populagdes de organismos indesejaveis que ocorrem nos
agroecossistemas nos quais inimigos naturais, como predadores, parasitoides, parasitas,
herbivoros, competidores e patégenos, mantenham sob controle qualquer populagéo
com potencial nocivo a atividade humana, como as pragas da agricultura (Fontes; Pires;
Sujil, 2020, p. 22).

Existem trés agentes que estdo envolvidos nesse conjunto de mecanismos: o agente de
controle bioldgico, a praga propriamente dita e a parte humana que ira se privilegiar do processo
de controle realizado pelo agente (Stenberg et al., 2021). Além disso, o controle biologico pode
ser classificado em quatro tipologias descritas pela Figura 2, cujo funcionamento do sistema

produtivo pode ser afetado por seus mecanismos e ter impacto no desenvolvimento sustentavel.

Figura 2 - Tipologias de controle bioldgico de insetos-praga na agricultura.
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executada por inimigos realizado com o inoculacio de inimigos  ao ecossistema uma
naturais de pragas, na objetivo de diversificar naturais exéticos no grande quantia de

auséncia de € Conservar os inimigos ambiente, para seu  inimigos naturais para
intervencio naturais presentes no estabelecimento reducdo de pragas

humana ambiente permanente potenciais

Fonte: Nepomoceno (2023).

Na agricultura brasileira, muitos foram os programas de controle biologico que
marcaram sua trajetoria, porém muitos desses ndo foram publicados sendo o primeiro caso de
sucesso relatado em 1992 por Robs ao introduzir Prospaltella berlesei (Howard) (Hymn.,
Aphelinidae), um inseto parasitodide, para o controle da cochonilha-branca da amoreira e do

pessegueiro Pseudaulacaspis pentagona (Targ.-Tozz) no estado de Sdao Paulo. A Tabela 2
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sintetiza os melhores programas de controle biologico segundo Valadares-Inglis & Fontes

(2020) no livro Controle Biolégico de Pragas da Agricultura, langado pela Embrapa.

Tabela 2 - Principais programas de controle bioldgico que foram relatados pela agricultura

brasileira.
Agente de controle Agente causador Regido Culturas Referéncias
afetadas
Quatorze espécies de Pulgdes-do-trigo:  Rio Grande do Trigo Salvadori e
himenopteros parasitoides =~ Metopolophium Sul Salles (2002)
e duas espécies de dirhodum
coccinelideos predadores (Walter) e
Sitobion avenae
(Fabricius)
Os parasitoides Cochonilha da Nordeste do Mandioca | Bento et al.
Acerophagus coccois mandioca, Brasil (2002)
(Smith), Aenasius vexans Phenacoccus
(Kerrich) e Apoanagyrus herreni Cox e
(=Epidinocarsis) Williams
diversicornis (Howard) (Hemiptera:
Pseudococidae),
Ageniaspis citricola mosca-minadora- Sdo Paulo, citros Chagas et al.
Logvinoviskaya dos-citros Minas Gerais, (2002)
(Hymenoptera: Phyllocnistis Parana, rio
Encyrtidae citrella Stainton Grande do Sul,
(Lepidoptera: Piaui, Sergipe,
Gracileridae) Bahia e Rio de
Janeiro
Cordyceps javanica Bactérias Sédo Paulo, citros Parra et al.
Candidatus Minas Gerais, (2016)
Liberibacter Parana, rio
asiaticus e C. Grande do Sul,
Liberibacter Piaui, Sergipe,
americanos Bahia e Rio de
transmitida pelo Janeiro
psilideo
Diaphorina citri
Kuwayama
Baculovirus anticarsia lagarta da soja, Parana soja Moscardi
(AgNPYV) Anticarsia (1999)
gemmatalis
Hiibner
Metarhizium anisopliae e Mahanarva Nordeste e Cana-de- Lietal.
Beauveria bassiana posticata e Sudeste agucar (2010)
M. fimbriolata

Fonte: Adaptado de Valadares-Inglis & Fontes (2020).
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3.5. Fungos entomopatogénicos

Segundo o MAPA (2019) os agentes biologicos de controle podem ser divididos em dois
grandes grupos, sendo os macrobiologicos constituidos por parasitoides como insetos, acaros €
nematoides e os microbiologicos como virus, bactérias, protozoarios e fungos. Estes ultimos
sdo denominados de fungos entomopatogénicos pois infectam os insetos por penetragdo direta
na cuticula, ao contrario de bactérias e virus que precisam ser ingeridos (Bilgo ef al., 2018). A
grande maioria das espécies de fungos entomopatogénicos pertencem a ordem Hypocreales
(filo Ascomycota) e ao filo Entomophthoromycota (Baron et al., 2019; Mora et al., 2017) cuja
sobrevivéncia e propagacao dependem da infec¢do do hospedeiro que o leva a morte. Dessa
forma, o ciclo de vida de um fungo entomopatogénicos consiste em uma fase parasitaria
(infecg@o do hospedeiro até sua morte) e uma fase saprobia (apo6s morte do hospedeiro) (Kidanu

et al.,2020).

Para entender o processo de infeccdo € necessario saber que o tegumento dos
Arthropoda, filo cujo classe Insecta e Acari se encontram, constitui-se de uma barreira fisico-
quimica extremamente eficiente. A cuticula ¢ composta por uma estrutura complexa de
nanofibras de quitina cristalina integrada em uma matriz de proteinas, polifenois, agua e
pequenas quantidades de lipidios (Vincent & Wegst, 2004). A quitina € um polissacarideo nao
ramificado composta por mondmeros de N-acetil-D-glicosamina em que estdo ligados por f-
1,4, sendo divididas em trés tipos: a, B e ¥. J4 as proteinas sdo glicoproteinas cuja fragdo
glicosilada ¢ formada por manose e galactose (Wessels, 1999). Por fim os lipidios estdo
presentes na faixa de 1 a 10% do peso seco sendo os acidos graxos os mais abundantes (Pucheta

et al., 2006).

Dessa forma, para um fungo entomopatogénico infectar um hospedeiro ¢ preciso todo
um arcaboug¢o bioquimico para adentrar, sobreviver e multiplicar. Isso ocorre principalmente
através da germinagdo dos esporos, todavia os fungos entomopatogénicos sdo capazes de
produzir outras estruturas que também sdo infectivas como blastoporos (Feng et al., 10994),
hifas germinativas (Hajek & Leger, 1994) e conidios (humber, 2008). Esse processo de infec¢ao

¢ observado na Figura 3 e pode ser sintetizado em quatro passos:
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Aderéncia das estruturas infectivas ao corpo do hospedeiro: nesta etapa as

estruturas infectivas flngicas produzem dois tipos de proteinas: as hidrofobinas,
cujas camadas se desintegram durante a esporulacdo e as adesinas (MADI1 e
MAD?2) que serao responsaveis tanto pela adesao estreita a cuticula do inseto
quanto pelo reconhecimento do hospedeiro pelo patdégeno fungico (Wang &
Leger 2007; Greenfield ef al. 2014).

Germinacdo das estruturas infectivas e producdo enzimatica: ocorre devido a

presenca de fontes de carbono e energia da cuticula do inseto, com a umidade
certa (varia para cada espécie) e na faixa de temperatura entre 20 a 30°C. Em
seguida, surgem estruturas especializadas denominadas de apressorios que
possuem dois efeitos: um de pressao mecanica na cuticula e outro que ¢ a
producdo de enzimas liticas, como lipases, proteases e quitinases que degradam
bioquimicamente a cuticula (Skinner et al. 2014; Lacey et al. 2015).

Colonizacao do inseto: depois de adentrar a cavidade corporal do artropode, ou

seja, a hemocele os fungos entomopatogénicos comegam a produzir hifas,
propagulos semelhantes a células leveduriformes chamadas de blastosporos e
metabolitos secundarios com potencial inseticida que causam paralisia e
danificam os processos fisioldgicos do hospedeiro, especialmente as respostas
imunitarias levando a morte do mesmo (Donzelli & Krasnoff, 2016). Todo esse
processo de infeccdo leva aproximadamente 14 dias apds a germinagao, todavia

os sintomas ja comegam a aparecer entre 5 a 7 dias apos a infec¢ao.

Esporulacdo: por fim, apds utilizar de toda a nutrigdo do hospedeiro, as hifas do
fungo emergem através de orificios da carcaga (boca, anus, entre outros) e por
areas intersegmentares e produz esporos que irao ser espalhados com auxilio do

vento para infectar outros artrépodes. (Skinner et al. 2014).
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Figura 3 — Esquema sintetizando a colonizagdo de fungos entomopatogénicos em

artropodes
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Fonte: modificado de Mascarin & Jaronski (2016).

3.6. Hirsutella thompsonii

Um dos fungos entomopatogénicos que vem ganhando destaque e a Hirsutella
thompsonii (Ht) (Ophiocordycipitaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,
Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi.), um fungo parasita principalmente de acaros, que foi
originalmente descrita por Fisher (1950) quando foi encontrada no acaro da ferrugem dos citros,
Phyllocoptruta oleiuora, na Florida. Este género, Hirsutella, contém mais de 70 espécies que
colonizam artropodes via reprodugdo assexuada e sdo distribuidos principalmente dentro da

familia Ophiocordycipitaceae. (Sung et al, 2007).
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Em batata dextrose agar (BDA) a H. thompsonii cresce lentamente, levando em torno
de 7 dias para esporular e apresenta coloracdo verde acinzentado préximo do cinza oliva palido
como o verso na coloragdo de cinza escuro a verde escuro, como observado na Figura 4. Nao
possui odor e seus micélio vegetativos possuem paredes lisas, hialinas a amarelo claro, com
tamanho variando de 1,5 a 3,0 pm. J4 os conidioforos surgem isoladamente das hifas aéreas e
possuem coloragdo hialina a verde claro, desenvolvendo como protuberancias globosas e
formando um pescogo que se afina. Por fim, os conidios sdo produzidos individualmente ou em
grupos de dois ou trés, sdo hialinos a verdes claros, globosos, inicialmente possuem paredes
lisas que depois vao se enverrugando e possuem entre 3-4 um de diametro. S3o capazes de
produzir blastosporos, mas nao clamidosporos (Samson et al., 1980). Todas as estruturas podem

ser vistas na Figura 5.

Figura 4 — Colonias de H. thompsonii cultivadas em meio de cultura Batata Dextrose Agar

(BDA). Legenda: (A) foto da vista superior da placa; (B) foto do verso da placa.

Fonte: o autor.
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Figura 5 — Micrografias eletronicas de varredura de estruturas conidiogénicas de H.
thompsonii A-C. fidlides em hifas aéreas, A. X 1.400, B. X 2.400, C. x 3.800, filiade com
conidio rugoso, D-F. proliferagao de filiades e conidios (SAMSON et al.,1980).

Fonte: Samson et al. (1980).

Essa espécie de fungo foi relatada como causadora de epizootias naturais em populacdes
de 4caros do botdo de mirtilo (Acalitus vaccinii), 4caros da ferrugem citrica (P. oleivora) e
acaros do coco (Aceria guerreronis) (Samson et al. 1980; Weibelzahl & Liburd, 2009). Dessa
forma, ele ¢ um patdgeno fingico especifico para determinadas espécies de dcaros que habitam

frutas citricas e demais plantas sendo a maioria de regides subtropicais e tropicais.

Em relagdo aos processos de infeccdo por essa espécie, McCoy & Couch (1978)
documentam que os conidios podem aderir em todas as partes do corpo do artropode e pode
germinar quando em contato com a cuticula, seguindo da invasdo na hemocele. A maxima

infec¢do ocorre em alta umidade relativa (90 a 100%) ou na presenca de agua livre e provoca
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alta mortalidade em temperaturas entre 23-30 °C. Ja Gerson ef al. (1979) documenta que em
tetraniquideos os conidios germinam e penetram o tegumento principalmente através da perna

e causa a morte em 48 horas.

O controle bioldgico do fungo H. thompsonii emprega, ndo sé conidios, mas também
outras estruturas fungicas como blastosporos, micélio e outras formas resistentes. Estudos
indicam que os conidios sdo eficazes devido a sua capacidade de germinacao rapida e
propagacdo eficiente, permitindo a invasdo dos tecidos hospedeiros (Padiyath, 2002).
Blastosporos, como demonstrado por Majumder et al. (2019), sdo mais resistentes € germinam
sob diversas condi¢des ambientais, sendo frequentemente produzidos em fermentagdes liquidas
para facilitar a aplicacdo em campo. O micélio desempenha um papel crucial na colonizagdo
estavel e continua, assegurando a persisténcia do agente biolégico no ambiente
(Chandrashekara et al., 2012). Ahmad et al. (2019) também destacam a importancia de outras
estruturas fingicas, como corpos hifais e esporos sexuais, que contribuem para a resisténcia e
eficacia do controle bioldgico. Cada uma dessas estruturas oferece vantagens especificas,
permitindo uma abordagem integrada e adaptavel as necessidades de diferentes sistemas
agricolas. A utilizacdo combinada dessas estruturas potencializa a eficiéncia do controle
bioldgico, sendo que o conjunto dessas estruturas, juntamente com producdao de metabolitos
com potencial acaricida e inseticida, ocorre em maior escala quando utilizada a fermentacdo

submersa (Jiang & Wang, 2023).

A morte rapida dos artropodes-alvo ocorre, pois, espécies de Hirsutella sao capazes de
produzir uma variedade de metabolitos secundéarios com propriedades inseticidas, como acido
hirsutélico A, hirsutida, hirsutatinas A e B, metabolitos hibridos de policetideo sintase-peptideo
nao ribossdmico (PKS-NRPS), citocalasina Q citostatica e os dois melhores conhecidos que sdao
a Hirsutelina A e a enzima quitinase (Molnar ef al. 2010). A Hirsutelina A € uma proteina
inseticida que ¢ ribotoxica, ou seja, atacam diretamente os ribossomos de uma variedade de
populacdes de pragas (Herrero-Galéan et al. 2008, 2013). Além disso, Agrawal e colaboradores
(2015) relatam que os fungos emtomopatogénicos possuem varios genes associados a viruléncia
em seu genoma para se adaptarem a diferentes nichos ecologicos o que afeta o potencial de
patogenicidade. Os estudos realizados por eles descrevem de 15 a 19 sequéncias de produgdo e
quitinase em H. thompsonii, sendo que uma delas, as quitinases do subgrupo A, participa
ativamente de funcdes fisiologicas gerais relacionadas ao crescimento e desenvolvimento do

fungo, indicando uma produgao inata dessa enzima pelo fungo.
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3.7. Enzimas liticas e o papel das quitinases

Durante o processo de infec¢ao no artrépode o fungo libera uma série de enzimas liticas
que desempenham um importante papel que ¢ a hidrélise dos componentes da cuticula (Santi
et al. 2010). As lipases sdo as primeiras a serem produzidas, pois hidrolisam os lipidios e
lipoproteinas localizados na epicuticula do artrépode. Tais enzimas atacam as ligacdes éster dos
triacilglicerdis que leva a liberagdo de acidos graxos livres, diacilglicerdis, monoglicerois e
glicerol (Silva et al. 2009, Mondal et al. 2016). Um exemplo de lipase ¢ a fosfolipase C
produzida pelo fungo Metarhizium anisopliae que hidrolisa as ligacdes fosfodiéster e ¢
responsavel pela degradacdo dos fosfolipidios das membranas celulares dos artropodes

permitindo que o fungo chegue até a hemocele (Santi et al., 2010).

Em seguida, ¢ produzido outro grupo de enzimas, as proteases, que sdo consideradas um
fator chave na viruléncia devido a sua a¢do hidrolisante de ligagdes peptidicas das cuticulas que
leva as fibrilas de quitina a exposi¢do. Uma das primeiras a serem descritas ¢ a Prl chamada de
protease subtilisina (serina endoprotease) que degradadas ambas as proteinas da cuticula e
modifica sua superficie (Donatti et al. 2008). Ha outras proteases que também participam do
processo como a protease Pr2 acida semelhante a tripsina, a cisteinas Pr4 proteinase e a
metaloprotease (Zhao et al. 2016). Ha estudos que indicam que as proteases possuem dupla
fun¢do durante o processo que € a hidrélise das proteinas cuticulares e a inativagao de proteinas

antifingicas produzidas na epiderme dos insetos (Sotelo-Mundo et al. 2007).

Por fim, o ultimo grupo de enzimas sdo as quitinases (EC 3.2.1.29) que sdo glicosil
hidrolases capazes de clivar especificamente as ligacdes B-1,4 entre as unidades de N-
acetilglicosaminas da quitina (Hamid et al., 2013). A Figura 6 demonstra como elas sdo
classificadas, uma vez que dependem do local de sua acdo: endoquitinases (EC 3.2.1.14) que
hidrolisam a ligagdo [-1,4-glicosidica dentro da molécula de quitina liberando N-
acetilglicosaminna (GlcNAc) e multimeros de B-1,4-N-acetilglicosamina de baixa massa
molecular como  quitobiose  (N,N’-diacetilquitobiose),  quitotriose ~ (N,N’,N”’-
triacetilquitotriose) e quitooligossacarideos e as exoquitinases que sao subdivididas em duas
categorias, sendo quitobiases (EC 3.2.1.29) que atuam na catalise da liberagao progressiva de
diacetilquitoniose partindo da extremidade ndo redutora das microfibrilas de quitina e as 3-1,4-

N-acetilglicosaminidases (NAG) (EC 3.2.1.30) que hidrolisam os produtos oligoméricos



38

liberados por endoquitinases e quitobiases, gerando mondémeros de GIcNAc (Van Long et al.,

2016).

Figura 6 — Modo de agdo das diferentes quitinases.
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Fonte: Ornela (2022).

As quitinases apresentam massa molecular variando entre 20 kDa e 90 kDa, com
funcdes bioldgicas variando em decorréncia da sua origem (Hamid ef al., 2013). Essas enzimas
sdo pertencentes as familias 18, 19 e 20 glicosil hidrolases (GH), as quais se distinguem na
sequéncia de aminodacidos e caracteristicas especificas. As enzimas da familia GH 18 utilizam
um mecanismo de retengdo ao hidrolisar o substrato, pois o seu dominio catalitico é em forma
de barril, (B/a)s. Ja as pertencentes a familia GH 19 utilizam do mecanismo de inversdo, uma
vez que seu dominio catalitico apresenta alto teor de alfa-hélices (Arakane; Muthukrishnan,
2010). Por fim, as da familia GH 20 apresentam dobras em forma de barril em sua estrutura.
Todas elas ndo possuem sequéncia conservadora de aminoacidos, todavia possuem residuos
aromaticos na regido N-terminal e possuem dois residuos de glutamato no sitio catalitico, sendo

um para catalise 4cida e outro para catalise basica (Hoell ef al., 2010).

Essas enzimas estdo presentes nos diferentes reinos, desempenhando fung¢des diversas,
como exemplo nas bactérias, as quitinases atuam na digestdo de quitina para nutri¢do, ja as
plantas utilizam para se proteger de fitopatogenos e os virus possuem quitinases que auxiliam
no processo de viruléncia (Monteiro-Junior et al., 2018). Os fungos podem produzir quitinases
tanto para fins de nutricdo quanto para infec¢do de outros microrganismos. Dessa forma, os
fungos filamentosos apresentam inimeras vantagens relacionadas a capacidade de crescimento
em substratos quitinoliticos, uma vez que possuem a capacidade de crescer em uma variedade
de substratos, incluindo fermentacao em estado sélido ou submerso, 0 que minimiza os custos

e maximiza a eficiéncia do processo fermentativo (BARRIOS-GONZALEZ, 2017). Além
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disso, 0 modo de crescimento hifal dos fungos filamentosos oferece uma grande vantagem sobre
microrganismos unicelulares na colonizacdo de substratos solidos, permitindo uma maior
superficie de contato e, consequentemente, uma absorcao mais eficiente de nutrientes (Ird,
2021). Eles possuem sistemas enzimaticos complexos que incluem quitinases, permitindo a
degradagdo da quitina presente nos substratos, o que confere uma vantagem competitiva na
utilizagdo desses substratos (Moore, 2008). Além disso, a capacidade dos fungos filamentosos
de utilizar diferentes fontes de carbono, incluindo aquelas nao-carboidratas, como etanol,
proporciona uma flexibilidade significativa para o crescimento em diversos tipos de substratos
(Gosh et al., 2023). Assim, possuem grande potencial para serem utilizados em fermentagao

objetivando a producao de quitinases (Tabela 3).

Tabela 3 — Fungos produtores de quitinases em Fermentagdo Submersa (FSbm) e em

Fermentacdo em Estado Soélido (FES).

Microrganismo Tipo de Substrato/ Fonte de Periodo  Referéncia
Fermentacao carbono de
cultivo
isolado .\ . .
S el S FES Quitina colf[)rlide;l / Farelo de 7 h Bogt(());;zm,
UFSMQ40 &

Penicillium . . Pommer et
Janthinellum FSbm Farinha de laranja 168h al., 2019
Aspergillus niveus FSbm Ciieen 6 ComRo-(o-R- 144h Ornela, 2022

barbas
Beauveria bassina FSbm Farelo de arroz, sacarose e 21 Schmaltz,
farelo de soja 2021
Metarhizium
anisopliae IBCB FES Bagaco de cana 168h Aita, 2019
348
Thermothelomyces
heterothallicus FSbm Farinha de casca de laranja 144h Rother, 2022
PA2S4T

Fonte: o autor.

Apesar de sua relevancia no contexto agricola e biotecnologico, a produgdo de quitinase
por H. thompsonii ainda ndo foi amplamente estudada na literatura cientifica. Entretanto,
estudos preliminares sugerem que fungos do género Hirsutella possuem potencial para produzir
essa enzima. Por exemplo, uma pesquisa recente focou na analise do potencial biotecnoldgico
de Hirsutella minnesotensis, que demonstrou a presenca de genes relacionados a producgao de
quitinases, indicando que esses fungos podem contribuir para a degradagdo de quitina e o

biocontrole de pragas (Lai ef al., 2014). Além disso, analises gendmicas tém revelado que H.
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thompsonii possui um conjunto de genes relacionados a produ¢do de quitinases, enzimas que
desempenham um papel crucial na degradacdo da quitina, um componente essencial da parede
celular de insetos (Vidhate, 2022). Um estudo identificou e caracterizou os genes que codificam
quitinases em H. thompsonii, sugerindo que a expressao dessas enzimas pode ser um fator
importante na patogenicidade do fungo e na sua eficiéncia na decomposicao de quitina presente
nos hospedeiros (Vidhate, 2022). A possibilidade de utilizar H. thompsonii como uma fonte para
a producao de quitinase ¢ promissora, especialmente em aplicacdes agricolas e biotecnologicas,
onde a quitinase pode ser utilizada em processos de biocontrole de pragas e em processos

industriais que demandam a degradagdo da quitina.

3.8. Producdo de células viaveis e metabolitos secunddrios

A producdo de células viaveis e de metabolitos secundarios, como as enzimas, por fungos
filamentosos pode ser obtida através de dois tipos de fermentacdo: a Fermentacdo em Estado
Solido (FES) e a Fermentacdo Submersa (FSbm). A FES ¢é caracterizada pelo crescimento do
microrganismo em substrato de matriz sélida e sem agua livre. As vantagens dessa fermentacédo
referem-se a0 menor espacgo requerido, ao menor custo de operagdo, a menor possibilidade de
contaminacdo e a producdo de niveis enzimaticos maiores (Yazid et al., 2017). Porém esse
processo possui desvantagens como a dificuldade do controle de variaveis fisico-quimicas
como pH e temperatura, oxigénio dissolvido, transferéncia de massa e energia, e
disponibilidade limitada de dgua. Esses fatores fazem com que haja dificuldade na ampliacao

de escala, desencorajando assim, muitas industrias (Dominguez et al., 2014).

Por outro lado, na FSbm o microrganismo cresce de forma livre e em suspensdo em um
substrato de matriz liquida, no qual estdo presentes, tanto de forma dissolvida quanto suspensa,
todos 0s sais e nutrientes essenciais para o0 seu crescimento (Gongalves & Guimarées, 2015).
A FSbm tem como vantagens a alta produtividade, o facil controle dos parametros
fermentativos e a possibilidade de agitacdo. Porém suas desvantagens sdo o alto custo para
manter agitacdo e a aeracdo do meio, e a possivel formacdo de espuma. Por possuir mais
vantagens que desvantagens, a FSbm é o processo mais utilizado nas inddstrias, como nas
industrias alimenticias, farmacéuticas, de biocombustiveis, biotecnologia e bioprocessos, uma
vez que possui maior facilidade de controle de parametros como pH, temperatura e oxigenacéo,
a capacidade de obter produtos de alta pureza e a possibilidade de automacéo e escalabilidade

do processo (Dominguez et al., 2014; Nadeem et al., 2015).
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3.9. Pardmetros fermentativos

O processo fermentativo para a produgdo de bioinsumos pode ser dividido em varias
etapas fundamentais. A primeira etapa envolve a preparagao do inoculo, onde H. thompsonii €
cultivado em um meio de cultura apropriado. A escolha do meio € crucial, pois deve fornecer
0s nutrientes necessarios para o crescimento celular e a produgdo de quitinases (Rossi-Zalaf et
al., 2018). Durante a fase de crescimento, o microrganismo ¢ incubado em condigdes
controladas de temperatura, pH, agitagdo e aeracdo. E essencial monitorar o crescimento
celular, que pode ser avaliado através da densidade optica ou contagem de unidades formadoras

de colonias (UFC) (Mira et al., 2022).

Apds um periodo de crescimento, as condigdes podem ser ajustadas para maximizar a
producao de quitinases. Isso pode incluir a modificagdo da concentragao de substratos, adigao
de indutores ou ajuste do pH. A producao de quitinases ¢ monitorada através de métodos como
ensaios de atividade enzimatica colorimétricos, que medem a capacidade da enzima de degradar
quitina e utiliza-se de um espectrofotdmetro para quantificar (Wang et al., 2022). Apos a
producao, as quitinases sao recuperadas do meio de cultivo. Essa etapa pode envolver processos
de filtracdo, centrifugacao e precipitacdo. A purificacdo € necessaria para aumentar a atividade
especifica da enzima e remover contaminantes (Haq et al., 2018). A formulagdo final do
4lioinsumos pode envolver a combinacdo de quitinases purificadas com outros
microrganismos, estabilizantes e adjuvantes, dependendo da aplicacdo desejada (Figueiredo,

2024).

Diversos estudos t€ém se concentrado na otimizacdo dos parametros fermentativos para
o cultivo de H. thompsonii em fermentacdo submersa. Um desses estudos investigou a
influéncia do meio de cultura na produgdo em larga escala de H. thompsonii. Os pesquisadores
compararam diferentes fontes de carbono e nitrogénio, descobrindo que a glicose, como fonte
de carbono, junto a uma fonte de nitrogénio organico, como peptona, proporcionou o
crescimento mais eficiente e a maior producdo de conidios. A composi¢cdo do meio de cultura
mostrou-se crucial para maximizar a biomassa fingica e a eficiéncia da fermentagdo, indicando
que a escolha dos nutrientes deve ser cuidadosamente ajustada para cada cepa e objetivo de

producdo (Jaronski, 2023).

Outro estudo focou nos efeitos da aeragdo e agitacdo durante a fermentagdo submersa

de Hirsutella thompsonii. Esses parametros sdao fundamentais para garantir a distribuicao


https://www.ars.usda.gov/ARSUserFiles/13239/Jaronski_291296.pdf
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uniforme de oxigénio e nutrientes no meio de cultura, promovendo um crescimento homogéneo
do micélio. Nesse mesmo estudo, foi observado que niveis adequados de agitagdo e aeracao,
cerca de 5L/min, aumentaram significativamente a producao de biomassa e conidios (5,0E+06
+ 1,0E+06 conidios/mL), enquanto a falta de oxigenagdo levou a um crescimento desigual e
uma producdo inferior de esporos (1,2E+03 + 2,0E+03 conidios/mL). Este estudo, também,
destacou a importancia de controlar precisamente a aeragdo e a agitacdo para otimizar a

producao fungica (Mccoy, 1972).

Para otimizar a produgao de bioinsumos a partir de H. thompsonii, diversos parametros
fermentativos devem ser monitorados. O pH, por exemplo, influencia a atividade enzimatica e
a solubilidade dos nutrientes. A otimizagao do pH durante a fase de producao de quitinases ¢
essencial, uma vez que diferentes pHs podem resultar em diferentes niveis de atividade
enzimatica (Mishra et al., 2021). A temperatura também afeta a taxa de crescimento e a
produgdo de enzimas., sendo que cada microrganismo possui uma temperatura 6tima, ¢ desvios
dessa faixa podem reduzir a eficiéncia do processo (Eslami et al., 2023). A agitagdo ¢ importante
para a homogeneiza¢do do meio de cultivo e para garantir a transferéncia de oxigénio, enquanto
a aeracdo ¢ crucial, especialmente em fermentacdes aerdbicas, onde a disponibilidade de

oxigénio pode afetar a produgdo de biomassa e enzimas (Zommara et al., 2023).

Além disso, a temperatura e o pH do meio de fermentagdo foram identificados como
fatores criticos no cultivo de H. thompsonii. Um estudo demonstrou que, cultivos de fungos em
temperaturas entre 24 a 28 °C ¢ uma faixa 6tima de temperatura. Em relagdo pH, a faixa entre
6 a 8 foi essencial para maximizar o crescimento e a produtividade do microrganismo.
Temperaturas subotimas e pH inadequado resultaram em crescimento reduzido e menor
producdo de conidios. Ajustes precisos desses pardmetros mostraram-se necessarios para

alcancar uma produgdao maxima de biomassa e esporos (Hirapara, 2023).

Outro parametro relevante € a concentragdao de substratos. O tipo e a concentragdo de
substratos, como fontes de carbono e nitrogénio, influenciam a producdo de quitinases. Um
equilibrio deve ser encontrado entre a oferta de nutrientes e a capacidade do microrganismo de
utilizd-los (Zhang et al., 2024). O tempo de fermentagdo também deve ser otimizado, pois um
tempo excessivo pode resultar em inibicdo da producdo enzimdtica devido ao acumulo de
produtos inibitorios ou esgotamento de nutrientes (Ravi ef al., 2021). A densidade do inoculo

no inicio do processo fermentativo pode afetar o tempo de laténcia e a eficiéncia da produgao.
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A otimizag¢do da quantidade de in6culo €, portanto, uma consideragdo importante (Saha et al.,

2015).

A produ¢do de bioinsumos pode ser realizada por diferentes tipos de fermentagdo. A
fermentagdo em batelada utiliza um unico ciclo de producao, onde todos os ingredientes sao
adicionados de uma vez. E adequada para a produgdo em pequena escala e para o
desenvolvimento de processos. A fermentacdo continua mantém uma cultura em estado
continuo, onde os nutrientes sio constantemente adicionados e os produtos removidos. E
eficiente para produgdo em larga escala, mas requer um controle rigoroso das condi¢des. Por
sua vez, a fermentagdo em semicontinua combina elementos das fermentacdes em batelada e

continua, permitindo a adi¢do de nutrientes em intervalos programados. Essa abordagem pode

aumentar a produtividade e a eficiéncia (Pérez-Corona et al., 2018).

A producao de bioinsumos a partir de Hirsutella thompsonii e a produgdo de quitinases
envolvem um conjunto complexo de etapas e parametros que devem ser cuidadosamente
controlados e otimizados. A compreensdo ¢ a aplicagdo adequadas desses fatores ndo apenas
melhoram a eficiéncia da producdo, mas também garantem a eficadcia dos bioinsumos
resultantes, promovendo praticas agricolas mais sustentaveis e eficientes. A pesquisa continua
sobre esses processos ¢ a busca por melhores condi¢des fermentativas sao essenciais para o
desenvolvimento de produtos de alta qualidade e para a expansdo do uso de bioinsumos na

agricultura.

3.10. Mercado de biologicos

No dia 25 de marco de 2022 a Forbes Brasil langa a seguinte manchete “Como o Brasil se
tornou lider mundial em bioinsumos”, o que parecia uma predi¢do se tornou uma realidade,
pois no ano seguinte no dia 26 de maio de 2023 o Globo Rural langa uma reportagem com a
seguinte capa “Bioinsumos: Mercado de R$ 17 bilhoes até 2030”. Esse crescimento de mercado
¢ estimulado devido a uma demanda mundial por uma produgdo agricola mais produtiva,
saudavel e sustentavel. Além disso, ele se consolida no Brasil e o faz com que se torne pioneiro
em suas tecnologias devido a estimulacdo do Programa Nacional de Bioinsumos langado em

maio de 2020 (Forbes Brasil, 2022).

Segundo a pesquisa realizado pela empresa americana S&P Global junto com a Crop Life

Brasil indica que de 2018 a 2022 o mercado brasileiro de biodefensivos cresceu em mais de
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50% em comparagdo com o aumento de cerca de 16% do mercado global durante o mesmo
periodo (Figura 7). Além disso, entre a safra de 2019/2020 e a de 2021/2022 houve um aumento
de 219% acarretando um valor estimado de R$ 33,3 bilhdes para a tltima safra (Crop Life,
2023). J& o MAPA indica que o uso desses insumos no controle biolodgico pode gerar uma
economia de R$ 165 milhdes por ano ao setor agricola, isso porque 97% dos insumos bioldgicos
sdo fabricados no Brasil em contrapartida aos 80% dos insumos quimicos que sdo importados

(Neves. 2023).

Figura 7 — Porcentagem do uso de biodefensivos para o ano de 2023
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Fonte: Crop life (2023).

Em termos de area plantadas a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) estima
que a adog@o do controle bioldgico atingiu cerca de 28% do total de lavouras brasileiras em
2021/2022, ou seja, 85,7 milhdes de hectares. Dentre essas areas a cultura de soja foi a mais
tratada com biodefensivos em um valor de 42%, seguido do algodao com 21%, cana-de-agtcar
com 18% e milho também com 18%. Isso faz com que o registro de novos produtos cresce a
cada ano, sendo que nos ultimos 2 anos cerca de 100 produtos biologicos foram registrados

para uso no pais (Figura 8).

Figura 8 — Ntmero de produtos bioloégicos registrados ao decorrer do tempo.
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PRODUTOS BIOLOGICOS REGISTRADOS

5 f : 10
65% Microrganismos 2 2
1
15% Macro-organismos
7% Semioquimicos

13% Bioquimicos

3 2
3 nf
, 1
z --
’. 5
|£c
I i II
I-Ill.l l..l. --- | |

501 199 1905 1997 1953 1998 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2008 2007 2008 2008 20 01 2017 F0NF 014 B0IS 0 01T 201E 2019 2020 202 2022

Cropl r:'wr Fante: Misiatirio di Agrkculturn, Peciubein ¢ Abtatecimnto (HAPAY, Crophte Bradd, 2023

Fonte: Crop life (2023).

Os dados indicam que o mercado de bioinsumos vai se expandir cada vez mais, sendo
que a S&P global projeta um valor proximo a R$ 17 bilhdes para o setor agricola até 2030,
considerando uma taxa de crescimento anual entre 2022 e 2023 de 23%. Assim, estudos com
microrganismos entomopatogénicos, como o fungo H. thompsonii e a produgao de metabolitos
com potencial inseticida se fazem necessarios, uma vez que o mercado esta com alta demanda
e ainda existe uma lacuna de conhecimento acerca desse tema em especifico que possa ser
preenchida. A busca por métodos sustentaveis e ecologicamente corretos no combate as pragas
agricolas ¢ uma prioridade, e os estudos nesse campo contribuirdo significativamente para o
avanco da agricultura sustentavel. Portanto, ao promover a pesquisa e o desenvolvimento nessa
area, ndo apenas atendemos as demandas do mercado, mas também enfrentamos desafios
ambientais e de seguranca alimentar de maneira inovadora e eficiente. A colaboracdo entre
cientistas, empresas e instituigdes € essencial para impulsionar esses estudos e transformar

descobertas em solucdes praticas para a agricultura do futuro.

Com base na andlise da literatura existente descrita aqui, este estudo tem como objetivo
principal avaliar de forma detalhada a propagagdo do fungo H. thompsonii, com énfase na
otimizagdo de sua producdo e na investigacdo das enzimas essenciais envolvidas no processo
de controle biologico. Buscamos aprimorar seu potencial como um biopesticida sustentavel e

eficaz para o controle de pragas agricolas.
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de Pesquisa,
Desenvolvimento & Inovacao da empresa Solatus Biotecnologia e Insumos LTDA, localizada

na cidade de Jardinopolis — SP.

4.1. Manutengdo da linhagem

O fungo Hirsutella thompsonii CBMAI 2832 estd depositado no depositado no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da UNICAMP. A linhagem
mantida no laboratério da empresa foi preservada em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
de cultivo BDA (Kasvi) sélido, inclinados e previamente autoclavados a 121°C por 15 minutos.
Para a confecgdo dos tubos inclinados, os tubos contendo o meio (BDA) foram inoculados com
esporos do fungo, incubados a 30°C por 7 dias para crescimento e armazenados em refrigerador

a 4°C até do uso. As cepas foram renovadas a cada 30 dias.

4.2. Obtengao de suspensao de esporos

A suspensao de esporos foi obtida a partir das culturas armazenadas em meio sélido.
Com o auxilio de uma alca de platina foi feita a raspagem da superficie das culturas. Em
seguida, foi adicionado 10 mL de solucdo de 4gua mais Tween 80 (Dinamica) a 4% (m/v) estéril
em cada tubo e agitado manualmente. A quantidade de esporos por mL da suspensdo foi
padronizada utilizando cdmara de Newbauer (Olen), sendo a concentracdo final da suspensao

ajustada para 10® esporos/mL para ser utilizadas nas proximas etapas.

4.3. Produgdo da enzima quitinase e células viaveis em fermentagdo submersa (FSbm)

O fungo foi cultivado em fermentagdo submersa, em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio de cultura formulado pela empresa Solatus. Embora a composicao
exata dos sais, incluindo MgSO4+ (IQP), KCl1 (Basf) e K:HPO4 (Prayphos), seja parte de um
segredo industrial, essa formulagdo foi otimizada para promover o crescimento eficiente do
microrganismo. A escolha da fonte de carbono e da fonte de nitrogénio foram avaliadas em
testes subsequentes. O pH inicial foi ajustado para 6.0, utilizando um pHmetro portatil (Asko).

Os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e, apos resfriamento, foram inoculados



47

com | mL de suspensdo de esporos do fungo H. thompsonii CBMAI 2832 e incubados a 30°C,
sob agitagdo orbital de 100 rpm em mesa agitadora CT-155 (Cientec). Com o objetivo de
verificar a cinética de crescimento do fungo amostras forma coletadas em 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 240 e 360 horas. Todos os experimentos foram feitos em duplicata biolégica o que
significa que cada condi¢do experimental foi realizada em duas amostras independentes para

garantir a confiabilidade e a precisao dos resultados obtidos.

4.4. Fonte de Carbono

Primeiramente foi avaliada a melhor fonte de carbono para a produgdo enzimatica e
producdo de células viaveis. Assim adicionou-se ao meio de cultivo as seguintes fontes de
carbono na concentracdao de 2% (m/v) por massa total de meio de cultivo para cada tratamento:
Dextrose (Dinamica), agticar organico (Native), farinha de coco (Cocos nucifera) (Terra Vitta),
farinha de linhaga (Linus unitatissimum) (Terra Vitta), aveia (Avena sativa) (Quaker) e fuba
(Farinha de Zea mays) (Yoki). Todas possuem cerca de 40% de porcentagem de carbono em

sua composi¢ao.

4.5. Fonte de Nitrogénio

Escolhida as duas melhores fontes de carbono foi avaliado o efeito da adicdo de 1%
(m/v) por massa total de meio de cultivo de diferentes fontes de nitrogénio visando a melhora
do crescimento fungico. Assim, foram testados os seguintes compostos: NaNOs (Basf),
(NH4)sPO4 (Dinamica), peptona (Solabia), extrato de levedura (Hilyses) e extrato de soja
(Glycine max) (Terra Vitta). Como controle foi utilizado um meio de cultivo sem adi¢cdo de

fonte de nitrogénio.
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Com as melhores fontes de carbono e fonte de nitrogénio, realizou-se um teste fazendo

diferentes composi¢des com as mesmas, como descrito na Tabela 4. Em todas as composi¢des

feitas, a concentragdo final de fonte de carbono foi de 2% (m/v) e de fonte de nitrogénio foi de

1% (m/v) por massa total de meio de cultivo.

Tabela 4 - Diferentes composi¢des do meio de cultura com as melhores fontes de carbono e

nitrogénio selecionada em testes anteriores. Legenda: (+): presente, (-) ausente

Tratamento Actcar Farinha de Extrato de Extrato de soja
organico coco levedura

1 - + + i
2 - + - +
3 - 3 - +
4 - + + -
S 4 + -

6 + - + +
7 + = + -
8 + - - +
9 + + + +

Fonte: o autor.
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4.7. Influéncia da composi¢do de sais do meio de cultura utilizando planejamento

fatorial completo

Realizou-se 10 ensaios para o estudo da influéncia dos sais no meio de cultivo, tratando-

se de um planejamento fatorial 2* com 2 pontos centrais, onde n é o numero de varidveis

independentes, conforme metodologia descrita por Dacanal e colaboradores (2009). A Tabela 5

descreve os tratamentos codificados:

Tabela 5 - Diferentes composigoes de meio de cultura utilizando o cloreto de potassio, sulfato

de magnésio e o fosfato dipotdssico como fonte de sais minerais. Legenda: (+1): nivel

superior, (-1) nivel inferior, (0) ponto central.

Tratamento KCl MgSO04 K:;HPO4
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 1 -1 -1
6 1 -1 +1
7 1 +1 -1
8 1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0

Fonte: o autor.
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4.8.Influéncia do balan¢o carbono/nitrogénio e do pH inicial no meio de cultura

utilizando desenho composto central rotacional

Realizou-se 16 ensaios para o estudo da influéncia do balango carbono/nitrogénio e do
pH inicial no meio de cultivo, utilizando-se de um desenho composto central rotacional com 2
pontos centrais, conforme metodologia descrita por Dacanal e colaboradores (2009). A Tabela

6 descreve os tratamentos codificados:

Tabela 6 - Diferentes composi¢des de meio de cultura utilizando o pH inicial, extrato de soja
como fonte de nitrogénio e agiicar como fonte de carbono. Legenda: (+1): nivel superior, (-1)

nivel inferior, (0) ponto central

Tratamento Acgucar Extrato de Soja pH inicial
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0

Fonte: o autor.
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4.9. Influéncia da vazdo de ar

Para avaliar a influéncia da vazao de ar no cultivo submerso, foram utilizados frascos
reagentes de 5 L acopladas a uma tampa com um aspersor feito de cano de silicone com uma
unica saida de ar no final, como mostrado na Figura 9. Diferentes taxas de aeracdo foram
ajustadas com o auxilio de um medidor de vazao, sendo avaliadas as vazdes de arde 0, 2,4 ¢ 8
L/min (0; 0,4, 0,8 e 1,6 vvm) em cultivos realizados em duplicatas com até 10 dias. Amostras
foram retiradas em 72, 96, 120, 144, 168 e 240 horas de cultivos. Este cultivo também foi feito

em duplicata bioldgica.

Figura 9 - Aparato do sistema de aeracao que acopla nos recipientes com meio de cultura

Filtro bacteriologico

Saida de ar Entrada de ar

Tampa rosqueével

Mangueira
de acracao

Fonte: o autor.

4.10. Obtengao das enzimas extracelulares

As amostras obtidas nos cultivos foram filtradas em seringas estéreis utilizando algodao
hidrofébico, obtendo o caldo de cultura livre de micélios, denominado de filtrado bruto

extracelular.
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4.11. Determinagdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi avaliada através da quantificacdo da liberagdo de tirosina,
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (Exodo Cientifica) descrito por Cupp-Enyard (2008).
Inicialmente, o método foi padronizado com uma curva padrio de tirosina (Exodo Cientifica)
(0,1 a 1 mg/mL) para garantir a precisdo das medic¢des. A reagdo foi realizada misturando 1000
uL do substrato proteico com 200 ul. da amostra enzimatica em tampao fosfato de potassio
(Dinamica) 50 mM pH 7.0, e a mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apds a incubagao,
a reagdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de acido tricloroacético 110 mM (Exodo
Cientifica). Em seguida a amostra foi filtrada via algodao hidrofébico. Apos a filtragdo, separou
500 de pL do filtrado e adicionou-se 2,5 mL de carbonato de s6dio 500 mM (Dindmica) e 500
pL de Folin-Ciocalteu e a amostra foi incubada a 37°C por 30 minutos para permitir o
desenvolvimento da cor. A absorbancia da solu¢do foi medida em um espectrofotometro Kasvi
K32-VIS a 660 nm. A atividade proteolitica foi calculada com base na quantidade de tirosina
liberada, utilizando a curva padrao, e expressa em pumol de tirosina liberada por minuto por
miligrama de proteina. As medi¢des foram realizadas em triplicata para garantir a precisdo e

permitir analises estatisticas.

4.12. Determinagdo da atividade quitinolitica

A atividade da quitinase foi determinada pela quantificagdo de N-acetil-glicosamina, um
acucar redutor, formado pela agdo da enzima sobre a quitina (Sigma-Aldrich) (1%, m/v) em
tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7.0, utilizando o reagente acido 3’,5’dinitrosalicilico
(DNS) (Dinamica) como descrito por Miller (1959). O método foi previamente padronizado
por uma curva analitica de N-acetil-glicosamina (Sigma-Aldrich) (0,1 a 1 mg/mL). A mistura
de reacdo foi composta de 500 pL de substrato e 500 puLL de amostra enzimatica, ¢ mantida a 37°
C por diferentes periodos conforme determinado para cada experimento. A reagdo foi parada
pela adi¢do de 1 mL de DNS e o volume obtido foi fervido por 5 minutos. Apds resfriamento,
foram adicionados 5 mL de 4gua destilada. As absorbancias foram determinadas em
espectrofotometro Kasvi K37-VIS com comprimento de onda ajustado para 540 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 pmol de N-acetil-glicosamina por minuto nas condi¢des de ensaio. A atividade
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especifica foi expressa em U/mg de proteina e as dosagens de atividades foram feitas triplicata

para analises estatisticas.

4.13. Quantificagdo de proteinas

Para quantificar as proteinas totais do extrato extracelular foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976). Para a determinacao da concentracao de proteinas, foi utilizada uma curva
analitica de albumina de soro bovino — BSA (Sigma-Aldrich) (0,0025 — 0,025 mg/mL). A leitura
foi realizada em espectrofotometro Kasvi K37 — VIS com comprimento de onda ajustado para
595 nm. A concentra¢do proteica foi expressa em pg de proteina por mL de amostra. As

dosagens foram feitas em triplicata para calculo do desvio padrao.

4.15. Andlise da concentracdo de células viaveis

Para avaliagdo do crescimento do microrganismo foi utilizada a metodologia de
plaqueamento utilizando as dilui¢des seriadas adequadas de acordo com o crescimento do fungo
e foram quantificadas em termos de UFC/mL (unidade formadora de colonias por mL). Cada
amostra coletada foi inicialmente agitada e homogeneizada com o auxilio de um vortex Kasvi
Basic K45-2820. Em seguida, 1 mL foi coletado e transferido para outro tubo falcon contendo
9 mL de solucdo de dgua + tween 80 (4%, m/v). Repetiu-se essa diluicdo seriada até a
concentracdo adequada dependendo do dia da andlise. Depois, aliquotas de 100 pL foram
retirados das dilui¢des e plaqueados em placas de petri contendo o meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA). Entdo as placas foram com vedadas com plastico filme e incubadas a
temperatura ambiente até a contagem das UFC apos 5 dias. Plaqueou-se cada amostra em

duplicata e em trés dilui¢des diferentes para fins estatisticos.

4.18. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados com base na média e desvio padrdo e os planejamentos
experimentais foram realizados utilizando o teste de ANOVA com p = 0.05. Foram utilizados
programas Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft) e RStudio para a construgdo os
delineamentos experimentais e confec¢do de tabelas e graficos com base nos dados obtidos.
Tais resultados foram avaliados e comparados com a literatura existente na area do

conhecimento especifico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia da fonte de carbono

O carbono ¢ essencial para o desenvolvimento bioquimico do microrganismo, incluindo a
sintese de biomoléculas, como carboidratos, proteinas, enzimas, lipidios e acidos nucleicos que
sao componentes fundamentais que constituem as células. Dessa forma, quando tratamos de
producdo de células vidveis em fungos filamentosos, observa-se que a fonte de carbono possui
uma fung¢do importantissima, uma vez que o microrganismo utiliza dessa molécula, como fonte
de energia e matéria-prima para o seu crescimento e reproducdo. Assim, enquanto alguns fungos
sdo especializados em utilizar certos compostos outros j4 possuem uma gama mais ampla de
substratos que podem degradar e utilizar como fonte de carbono. Sendo assim, a escolha dessa
fonte influencia diretamente na taxa de crescimento, producao de biomassa, viabilidade celular

e producdo de enzimas (Madingan ef al., 2016).

A selegdo das seis diferentes fontes de carbono para este estudo, incluindo a glicose como
monossacarideo, o agucar organico (sacarose) como dissacarideo, e a aveia, farinha de coco,
farinha de linhaca e fuba como fontes de carboidratos mais complexos, foi feita para explorar
a influéncia da complexidade estrutural no crescimento de fungos e na producio de enzimas.
Essa variedade permite uma investigacao abrangente sobre como diferentes formas de carbono
sao metabolizadas, refletindo as condi¢des encontradas em aplicagdes industriais € em sistemas
On Farm. Além disso, as fontes selecionadas sdo materiais vegetais amplamente disponiveis e
de baixo custo, destacando seu potencial para serem utilizados como substratos alternativos
sustentaveis em processos biotecnologicos. Essa abordagem também tem implicacdes
econOmicas, dado o uso de produtos agricolas que podem ser facilmente acessados em diversas
regides, promovendo a sustentabilidade e a eficiéncia econdmica na produgdo biotecnolodgica.
Assim, a escolha dessas fontes ndo apenas diversifica a pesquisa, mas também oferece insights
sobre a otimizagao de meios de cultivo a partir de materiais renovaveis. A Figura 10 mostra os
resultados obtidos em cultivos submersos com duracao de até 360 horas, ou seja, 15 dias de
cultivo tanto para a producdo de células viaveis de H. thompsonii (Figura 10-A) quanto para a

producdo de quitinase (Figura 10-B).
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Figura 10 - Influéncia de diferentes fontes de carbono ao decorrer do tempo na produgao de
células vidveis e da enzima quitinase pelo fungo H. thompsonii. Microrganismo cultivado
com nitrato de sodio fixado como fonte de nitrogénio, solugdo de sais Solatus, em agitacido

orbital a 100 rpm, a 25°C. (A) producao de células viaveis, (B) atividade enzimatica da

quitinase.
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Na Figura 10-A ¢ possivel observar que a maior concentracao fungica foi obtida em 360
horas (15 dias) com o valor de 2,25x107 + 3,54x10° UFC/mL para o meio que se utilizou agticar
organico como fonte de carbono, sendo que o fungo atingiu a fase de estabilidade em 10 dias.
Dessa forma, realizou-se uma analise variancia (ANOVA) com os dados obtidos em 360 horas
(Tabela 7) que indicaram diferengas significativas entre os grupos (Fcal = 4,39, p < 0,05),
seguido do teste de Tukey para comparacdes multiplas mostrado na Tabela 8 revelando
diferencas significativas entre o meio de cultura com agucar organico das demais fontes de
carbono, indicando que essa fonte promove uma producdo significativamente maior na

producdo de células vidveis.

Tabela 7 - Analise de variancia dos tratamentos com diferentes fontes de carbono para

producao de células viaveis em 360 horas.

ANOVA - Producdo de células vidveis

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 7,88E+14 5 1,58E+14 45,19 1,10E-04 4,39
Dentro dos grupos  2,09E+13 6 3,49E+12

Total 8,09E+14 11

Fonte: o autor.

Tabela 8 - Resultados do teste de Tukey para comparacao das médias da producdo de célula
viaveis (UFC/mL) entre diferentes fontes de carbono produzidos em 360 horas. As médias sdao
apresentadas com o desvio padrdo (= D.P) e os grupos estatisticos sdo indicados por letras.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Tratamento Média (= D.P) Grupo Estatistico
Glicose 6,75E+02 + 3,54E+01 C
Acucar orgéanico 2,25E+07 + 3,54E+06 b
Farinha de linhaca 3,50E+04 + 2,12E+04 a
Farinha de Coco 1,00E+06 £ 0 a
Aveia 6,00E+05 £ 1,40E+05 a
Fuba 4,00E+06 + 4,30E+06 a

Fonte: o autor.
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Isso pode ter ocorrido devido esse aglicar conter principalmente moléculas de sacarose, ou
seja, um dissacarideo ndo redutor constituido de dois monossacarideos, a D-glicose e D-frutose,
que estdo interligados através de seus carbonos anoméricos. Assim a sacarose ¢ a principal fonte
de agucares que atuam diretamente no metabolismo primario do fungo, sendo que a glicose ¢
metabolizada através de vias glicoliticas (glicolise) e do ciclo de Krebs para gerar energia, ou
seja, ATP, além de ser uma molécula chave para sintese de inimeras biomoléculas. J4 a frutose
¢ convertida em gliceraldeido que também atua nas mesmas vias glicoliticas. Além disso,
quando comparado a outras fontes de carbono testadas, a sacarose possui maior acessibilidade

e assimilagdo, o que pode ter auxiliado a chegar em tais resultados (Lehninger, 2014).

Aqui ¢ importante ressaltar que, apesar da glicose ser uma molécula fundamental para o
funcionamento e crescimento celular, na concentragdo avaliada, ela forneceu um efeito negativo
tanto para o crescimento quanto para a produgdo enzimatica, chegando a valores préximos do
zero. Isso pode ter ocorrido porque segundo Rolland e colaboradores (2001) a glicose ndo serve
apenas como nutriente, mas exerce sobre as células diversos efeitos regulatorios na expressao
de genes que estdo envolvidos em diferentes vias metabodlicas. Logo, a glicose exerce regulacao
na producdo de enzimas que hidrolisam fontes de carbono alternativas e de transportadores de
glicose, entre outros. Sendo assim, ¢ de extrema importancia que as células possam ter
mecanismos especificos para detectar esse monossacarideo. Estes mecanismos sdo, em geral,
receptores e transportadores (proteinas HxT) ligados @ membrana que geram sinais na célula
para que o gene e/ou as atividades enzimaticas ligadas a glicose sejam modulados, ocorrendo
diversas vezes a repressdo catabolica e consequentemente o ndo crescimento celular (Kig,

Turkel & Temizkan, 2005).

Com exce¢ao da glicose, a Figura 10-B mostra que, em cultivos com meios contendo
qualquer uma das fontes de carbono avaliadas, o fungo foi capaz de produzir a enzima quitinase,
sendo que a maior produg¢do ocorreu ap6s 240 horas (10 dias) utilizando o agucar organico (2,86
+ 0,10 U/mL) como fonte de carbono, seguido da aveia em 216 horas (9 dias) (2,6 + 0,24 U/mL).
Como as analises estatisticas para producdo de células viaveis foram realizadas em 360 horas,
fez-se os mesmo para a producdo de quitinase visando regular a mesma variagao de tempo.
Dessa forma, a Tabela 9 mostra o teste de ANOVA (Fcal = 4,39, p <0,05) indicando que o valor
de p obtido foi de 1,55E-05, ou seja, a0 menos um tratamento difere estatisticamente dos
demais, 0 que corroborado com o valor de F encontrado de 88,46 que é superior ao F critico.

Em seguida, ao realizar o teste de Tukey para comparacdes multiplas, mostrado na Tabela 10,
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revela que a sacarose também diferente das demais fontes de carbono na produgdo da enzima,

enquanto para as demais fontes de carbono testadas nao houve diferenca significativa.

Tabela 9 - Andlise de variancia dos tratamentos com diferentes fontes de carbono para

producao de quitinase em 360 horas.

ANOVA - Producdo de Quitinase

Fonte da variacéo SQ ol MQ F valor-P F critico
Entre grupos 5,684232 5 1,136846 88,46 1,55E-05 4,39
Dentro dos grupos 0,077104 6 0,012851
Total 5,761336 11

Fonte: o autor.

Tabela 10 - Resultados do teste de Tukey para comparacdo das médias da producdo de
quitinase (U/mL) entre diferentes fontes de carbono produzidos em 360 horas. As médias sao
apresentadas com o desvio padrdo (= D.P) e os grupos estatisticos sdo indicados por letras.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Tratamento Média (= D.P) Grupo Estatistico
Glicose 0,02+0
Agucar organico 2,37+0,16 b
Farinha de linhaca 1,09 +0,18 a
Farinha de Coco 1,18 £0,05 a
Aveia 1,39 +0,11 a
Fuba 0,96 £ 0,08 a

Fonte: o autor.

Tais produgdes de quitinases sdo explicados por Agrawal e colaboradores (2015) que ao
sequenciarem o genoma da H. thompsonii observaram que a producao de quitinases ocorria de
forma constitutiva, uma vez que uma parte do ciclo de vida do fungo se passa na colonizagao
do inseto, ou seja, essa enzima ¢ um fator de viruléncia ndo sendo necessario a presenca de
quitina como substrato indutor. Junto a isso, tem-se o fato que a sacarose ¢ uma das fontes de
carbono de mais facil assimilacdo pelo fungo, ao contrario das outras fontes de carbono aqui
testadas, na qual o fungo precisa de um arsenal enzimdtico maior para acessar as fontes de

carbono. Dessa forma, pode ter ocorrido um desvio de energia para a producdo de outras
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enzimas, enquanto na sacarose a Uinica enzima necessaria seria a B-D-frutofuranosidase, ou seja,

houve mais recursos para a producgdo de quitinases inatas.

Maganhoto (2020), ao otimizar os parametros fermentativos para uma produg¢ao liquida do
fungo entomopatogénicos Clonostachys rosea, observou uma concentragio de 7,87x108
UFC/mL ao utilizar a sacarose como fonte de carbono. Além disso Schmaltz (2020), ao produzir
células viaveis e enzimas hidroliticas em fermentacdo submersa e utilizou-se de ondas
ultrassOnicas para auxiliar no crescimento do fungo B. bassiana, observou um crescimento de
6,7 x 10’ UFC/mL e uma produgdo de 1,47 U/mL para quitinase ao suplementar o meio de
cultivo com sacarose. Ja, Coragem (2023) observou que ao suplementar as condigdes de cultivo

com sacarose obteve uma produg¢do quitindsica de 0,55 U/mL no cultivo do fungo Trichoderma

longibrachiatum (URM 6068).

A escolha da fonte de carbono ¢ um fator crucial na produgdo microbiana, especialmente
considerando nao apenas a eficiéncia de cultivo, mas também os custos associados. Entre as
fontes testadas, o agucar organico se destaca como a op¢ao mais vantajosa em termos de custo-
beneficio. Com um prego que representa cerca de 20% do custo da glicose, variando de R$ 8,00
a R$ 20,00 por kg, o aglicar organico ndo apenas ¢ mais econdmico, mas também minimiza o
risco de repressdo catabolica, frequentemente associada ao uso de glicose (Floréncio ef al.,
2024). Outras fontes de carbono, como a farinha de c6co e o fuba, também sao alternativas
econdmicas. O fuba, com pregos que variam de R$ 2,00 a R$ 4,00 por kg, ¢ uma opgao acessivel
que pode oferecer nutrientes adicionais benéficos para o crescimento microbiano. A aveia, que
custa entre R$ 3,00 e RS 5,00 por kg, apresenta um perfil nutricional interessante, contribuindo
potencialmente para a performance enzimatica (Floréncio et al., 2022). Portanto, a escolha da
fonte de carbono deve ser baseada em uma anélise abrangente que considere tanto os custos
quanto a eficacia na producdo desejada. O acucar organico, com seu equilibrio entre custo
acessivel e desempenho eficaz, emerge como uma escolha preferencial, corroborada por
diversas referéncias na literatura, assim optou-se por seguir com somente essa fonte de carbono

para os testes subsequentes.
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5.2. Influéncia da fonte de nitrogénio

As fontes de nitrogénio tém papel fundamental nos processos de fermentacdo, uma vez que
a fonte adequada ¢ fundamental para garantir que as células possam sintetizar as moléculas
essenciais para o seu crescimento, funcao e replicacao (Jana et al., 2013). Isso porque a
molécula de nitrogénio estd presente em diversas estruturas das células, compondo
principalmente as proteinas estruturais, aminodcidos, acidos nucleicos (DNA e RNA), as
enzimas, entre outras biomoléculas (Madingan et al., 2016). Desse modo, utilizando o agucar
organico como fonte de carbono e a constituicdo de sais descrita no item 4.3 doa matérias e
métodos, foram testadas cinco fontes de nitrogénio visando tanto a producao de células viaveis
quanto a producao de quitinase pelo fungo H. thompsonii, dentre elas duas inorganicas: nitrato
de sodio e fosfato de amonio e trés organicas: peptona, extrato de levedura e extrato de soja.
Além disso um meio controle sem a adi¢do de fonte de nitrogénio, sendo os resultados obtidos

na Figura 11.

Figura 11 - Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio ao decorrer do tempo na produgdo de
células vidveis pelo fungo H. thompsonii. Microrganismo cultivo com aguicar orgdanico fixado
como fonte de carbono, solugdo de sais Solatus, em agitagdo orbital a 100 rpm, a 25°C.
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Segundo Cutrim e colaboradores (2006) a disponibilidade da molécula de nitrogénio ¢é
maior em fontes organicas do que em fontes inorganicas, o que corrobora quando os resultados
aqui obtidos, uma vez que quando olhamos a Figura 11 as maiores concentragdes de células
vidveis foram encontradas em 360 horas (15 dias) quando utilizado extrato de soja (2x10% +
1,41x10% UFC/mL) e extrato de levedura (8,5x107 + 7,07x10° UFC/mL) como fonte de
nitrogénio. Em contrapartida quando utilizado fontes inorganicas de nitrogénio, os valores
foram mais abaixo, sendo que quando comparamos o valor do controle no mesmo periodo
observamos que as fontes de carbono produziram 286 vezes mais células viaveis. Diante desses
resultados, assim como foi feito na fonte de carbono, também se realizou uma analise variancia
(ANOVA) com os dados obtidos em 360 horas (Tabela 11) que indicaram diferengas
significativas entre os grupos (Fcal = 4,39, p < 0,05). Em seguida, para verificar a diferenca
significativas entre os meios de culturas testados, foi realizado o teste de Tukey para
comparagdes multiplas mostrado na Tabela 12, o que revela que os meios contendo extrato de
soja, extrato de levedura e peptona difere estatisticamente dos demais. Dessa forma a adicao

dessas fontes de nitrogénio organicas influenciam positivamente a producao de células vidveis.

Tabela 11 - Analise de variancia dos tratamentos com diferentes fontes de nitrogénio para

producdo de células viaveis em 360 horas.

ANOVA - Producdo de células viaveis

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 135,475 5 27,095 3815,28 2,04E-10 4,39
Dentro dos grupos 0,04261 6 0,0071
Total 135,517 11

Fonte: o autor.
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Tabela 12 - Resultados do teste de Tukey para comparacao das médias da producgdo de células
viaveis (UFC/mL) entre diferentes fontes de nitrogénio produzidas em 360 horas. As médias
sdo apresentadas com o desvio padrao (£ D.P) e os grupos estatisticos sao indicados por

letras. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Tratamento Média (= D.P) Grupo Estatistico
Controle 7,00E+05 + 1,41E+05 a
Nitrato de Sédio 1,75E+06 + 3,54E+05 a
Fosfato de amonio 4,00E+04 £ 0 a
Peptona 6,00E+07 + 1,41E+07 b
Extrato de levedura 8,50E+07 + 7,07E+06 C
Extrato de soja 2,00E+08 + 1,41E+08 d

Fonte: o autor.

Para além de fontes de nitrogénio tanto o extrato de soja quanto o extrato de levedura sdo
fontes de outros nutrientes, como vitaminas e sais minerais, o que pode ter contribuido com os
resultados aqui obtidos. O extrato de soja, por exemplo, ¢ uma matéria prima que em 100
gramas contém 35,7 g de proteinas, 22,6 g de lipidios, 9,2 mg de vitamina C, 0,4mg de vitamina
B6, 0,1 de riboflavina, além de sais como célcio, manganés, magnésio, fosforo, ferro, potassio,

cobre, zinco e sodio (Alencar Filho et al., 2019).

Ja a Figura 12 nos mostra que as fontes organicas de nitrogénio influenciaram positivamente
a produgdo de quitinase enquanto as inorganicas influenciaram negativamente. No mesmo
periodo, ou seja, 360 horas foram encontradas as maiores produgdes de quitinase sendo de 8,22
+ 0,16 U/mL quando utilizado o extrato de soja como fonte de nitrogénio e em 240 horas quando
utilizado o extrato de levedura (7,41 + 0,06 U/mL). Ao realizar o teste ANOVA (Fcal = 4,39, p
< 0,05) (Tabela 13) observamos que o valor de p obtido foi de 2,66E-09 e o valor de F
encontrado foi de 1620,59, ou seja, um valor maior do que o F critica. Dessa forma, ao menos
um dos tratamentos difere estatisticamente dos demais sendo observado na Tabela 14, que
mostra o teste de Tukey realizado para esse fim, que os meios de cultura suplementados com
extrato de soja e de levedura diferiram dos demais, indicando uma influéncia positiva na

producdo da enzima.
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Figura 12 - Influéncia de diferentes fontes de nitrogé€nio ao decorrer do tempo na produgao de
quitinase pelo fungo H. thompsonii. Microrganismo cultivo com agucar organico fixado como

fonte de carbono, solugdo de sais Solatus, em agitacao orbital a 100 rpm, a 25°C.
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Fonte: o autor.

Tabela 13 - Anélise de variancia dos tratamentos com diferentes fontes de nitrogénio para

producao de quitinase em 360 horas.

ANOVA - Producdo de Quitinase

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1,35E+17 5 2,70E+16 1620,59 2,66E-09 4,39
Dentro dos grupos 1,00E+14 6 1,67E+13
Total 1,35E+17 11

Fonte: o autor.
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Tabela 14 - Resultados do teste de Tukey para comparacao das médias da producgdo de
quitinase (U/mL) entre diferentes fontes de nitrogénio produzidas em 360 horas. As médias
sdo apresentadas com o desvio padrao (£ D.P) e os grupos estatisticos sao indicados por

letras. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Tratamento Média (= D.P) Grupo Estatistico
Controle 0+0 a
Nitrato de Sédio 0,25 +0,03 a
Fosfato de amonio 0,09+0 a
Peptona 1,71 £0,13
Extrato de levedura 6,73+ 0 b
Extrato de soja 8,22 +0,16 C

Fonte: o autor.

Nao hé muitos estudos acerca do extrato de soja como fonte de nitrogénio visando a
producao de células vidveis, todavia o extrato de levedura ¢ uma das fontes mais testadas para
esse objetivo. Abati (2015) ao implementar co extrato de levedura no meio de cultura liquido
conseguiu concentragdes de 3,6x10° de blastosporos/mL de Metarhizium rileyi. Além disso,
Maganhoto (2020) conseguiu elevar a produg¢do de conidios de Chlonostachys rosea em
7,87x10% conidios/mL ao acrescentar extrato de levedura na composi¢io do meio de cultura.
Para além dos fungos, as bactérias Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis, também
utilizadas como bioinsumos, tiverem sua concentracdo aumentada quando utilizado o farelo de

soja no meio de cultivo (Xie et al.,2022; Patel et al., 2019).

E pertinente citar que ha uma tendéncia de queda da producio de quitinase ao decorrer do
tempo como observado nos tratamentos que utilizaram extrato de levedura. Isso pode ocorrer,
pois as fontes de nitrogénio organicas sdo mais complexas do que as inorganicas € possuem
proteinas, o que leva uma indu¢do da producdo de proteases que podem atacar as enzimas
produzidas pelo proprio fungo. Mesmo que as proteases possam exibir uma especificidade em
relacdo a uma ligagdo peptidica Gnica de uma proteina, a maioria dessas enzimas sio
relativamente inespecificas para os substratos e podem ter alvos multiplos no substrato de
maneira indiscriminada, podendo até mesmo desfazer proteinas que a propria célula produziu
(Otin & Bond, 2008). Ribeiro (2020), ao estudar o melhor meio de cultivo para producao de
quitinase pelo fungo Trichoderma sp., observou que a atividade quitinolitica decaiu em 12 horas

enquanto a atividade proteasica estava bastante alta, sendo um problema resolvido com ajuste
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do pH. Esse ajuste pode ter ocorrido pois o pH 6timo para a atividade de uma enzima ¢
fundamental para sua estrutura e funcionalidade. Quando o pH ndo est4 dentro da faixa ideal, a
quitinase pode ser desnaturada ou degradada, resultando em uma perda de atividade. Por outro
lado, a protease pode operar efetivamente em uma faixa de pH que a torna mais ativa,
permitindo que ela degrade a quitinase. O ajuste do pH para niveis que favorecem a atividade
da quitinase pode inibir a acdo da protease, protegendo-a da degradagdo enzimatica e, assim,

aumentando sua atividade e produtividade (Nogueira ef al., 2021).

Por fim, com base nos precos de 2023 das fontes de nitrogénio, o extrato de soja se destaca
com um custo de aproximadamente R$ 8,70 por kg, oferecendo uma relagdo custo-beneficio
favoravel. Em comparagdo, a peptona atinge R$ 16,00 por kg, o que a torna uma op¢ao menos
vantajosa. O extrato de levedura, custando cerca de R$ 12,30 por kg, também se mostra
eficiente, mas ainda mais caro que o extrato de soja. O nitrato de sddio (R$ 16,99/kg) e o fosfato
de amonio (R$ 8,00 a R$ 9,00/kg) ndo superam a eficacia do extrato de soja em relagdo ao custo
(Gottems, 2023). Assim, para os testes subsequentes, a escolha recai sobre o extrato de soja,

considerando seus melhores valores e o 6timo custo-beneficio.

5.3. Influéncia da combina¢do entre fontes de carbono e fonte de nitrogénio

Tendo em vista que a sacarose e a farinha coco foram as fontes de carbono que mais
suplementaram o crescimento do fungo H. thompsonii e a producdo de quitine  assim como
o extrato de soja e o extrato de levedura foram as melhores fontes de nitrogénio, testou-se
diferentes combinagdes dessas fontes, objetivando encontrar um consorcio entre elas para
potencializar as varidveis respostas: producdo de células vidveis e da enzima quitinase. Assim,
na Figura 14, € possivel observar a producao de células viaveis (Figura 13-A) e produgdo de
quitinase (Figura 13-B) para os diferentes experimentos realizados através de acordo com o

planejamento experimental.
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Figura 13 - Influéncia de diferentes combinagdes entre duas fontes de carbono e de nitrogénio
ao decorrer do tempo na producdo de células vidveis e da enzima quitinase pelo fungo H.
thompsonii. Microrganismo cultivado com a solugdo de sais Solatus, em agitacdo orbital a
100 rpm, a 25°C. (A) produgdo de células viaveis, (B) producdo de quitinases. Legenda: A =
acucar organico, FC = farinh de coo, EL = Extrato de levedura, ES = Extrato de soja.
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Tanto para a concentragdo fungica quando para a producdo da quitinase o melhor resultado
foi encontrado quando o meio de cultura foi composto de sacarose e extrato de soja, sendo o
pico de concentragdo em 360 horas (15 dias) com 5,5x10% £ 2,12x10% UFC/mL e a ativididle
quitinasica de 8,0 = 0,16 U/mL. Em seguida, veio a combinacao de aglicar organico com extrato
de levedura obtendo uma concentragio de 5,5x107 = 2,12x107 UFC/mL e de 4,7 = 0,32 U/mL
no mesmo periodo. Em relacdo a producao de quitinase, as outras combinag¢des nao foram bem-
sucedidas, ficando em um média de 3 vezes abaixo quando comparadas as duas maiores
producdes (A+ES e A+EL). J& a concentragao fingica variou-se bastante no comego, porém ¢
possivel observar uma tendéncia de que quando se mistura as duas fontes de carbono, hd uma
influéncia negativa no crescimento da H. thompsonii enquanto as outras misturam obtém-se um

equilibrio, mesmo nao tendo altas concentragdes.

Tais dados s3o corroborados ao realizar o teste de ANOVA (Fcal = 3,23, p < 0,05) para o
tempo de 360 horas, na qual obteve-se os valores de p de 1,09E-11 e de 5,69E-12 para produgao
de células viaveis e de quitinase, respectivamente, indicado que ao menos um dos tratamentos
difere estatisticamente (Tabela 15 e 17). Assim, ao observar o teste de Tukey, sendo os
resultados mostrado através da Tabela 16 ¢ 18 pode-se concluir que os as melhores misturas
visando uma otimizagao das duas varidveis respostas ¢ quando adicionamos somente uma fonte
de carbono, que nesse caso, sacarose demonstrou o melhor desempenho. J& para a fonte de
nitrogénio o melhor resultado foi obtido quando ndo se misturou as duas fontes escolhidas,
sendo que para 360 horas as duas fontes influenciam positivamente. Todavia ao olhar os dados
obtidos em outros tempos de cultivo, o extrato de soja apresentou produgdes maiores das

varidveis respostas que buscamos.

Tabela 15 - Anélise de variancia dos tratamentos com diferentes consorcios para producdo de

células viaveis em 360 horas.

ANOVA - Producdo de células viaveis

Fonte da variacéo SQ ol MQ F valor-P F critico
Entre grupos 7,93E+17 8 9,91E+16 713,219  1,09E-11 3,23
Dentro dos grupos 1,25E+15 9 1,39E+14
Total 7,94E+17 17

Fonte: o autor.
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Tabela 16 - Resultados do teste de Tukey para comparacao das médias da produgdo de células
viaveis (UFC/mL) entreas diferentes combinagdes da fonte de carbono e fonte de nitrogénio
produzidas em 360 horas. As médias sdao apresentadas com o desvio padrao (= D.P) e os
grupos estatisticos sao indicados por letras. Letras diferentes indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos (p < 0,05). Legenda: A = agucar organico, FC = farinha de coco, EL =

Extrato de levedura, ES = Extrato de soja.

Tratamento Média (£ D.P) Grupo Estatistico
A+FC+EL+ES 7,00E+05 + 4,24E+05 a
A+FC+ES 1,25E+04 + 3,54E+03 a
A+FC+EL 3,00E+04 £ 2,83E+04 a
FC+EL+ES 4,50E+05 + 4,95E+05 a
A+EL+ES 5,00E+05 £ 2,83E+05 a
FC+ES 4,50E+06 + 4,95E+06 a
FC+EL 3,50E+06 + 3,54E+06 a
A+ES 5,50E+08 £+ 2,12E+08 b
A+EL 5,50E+07 £+ 2,12E+07 c

Fonte: o autor.

Tabela 17 - Anélise de variancia dos tratamentos com diferentes consorcios para producdo de

quitinase em 360 horas.

ANOVA - Producéo de Quitinase

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 126,685 8 15,8356 823,929 5,69E-12 3,23
Dentro dos grupos 0,17298 9 0,01922
Total 126,858 17

Fonte: o autor.
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Tabela 18 - Resultados do teste de Tukey para comparaciao das médias da produgdo de
quitinases (U/mL) entre as diferentes combinagdes da fonte de carbono e fonte de nitrogénio
produzidas em 360 horas. As médias sdao apresentadas com o desvio padrao (= D.P) e os
grupos estatisticos sao indicados por letras. Letras diferentes indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos (p < 0,05). Legenda: A = agucar organico, FC = farinha de coco, EL =

Extrato de levedura, ES = Extrato de soja.

Tratamento Média (£ D.P) Grupo Estatistico
A+FC+EL+ES 0 a
A+FC+ES 0 a
A+FC+EL 0,03 £ 0,02 a
FC+EL+ES 0,47 +£0,10 a
A+EL+ES 0 a
FC+ES 0,80+0,14 a
FC+EL 0,81 +0,13 a
A+ES 8,00 £0,16 b
A+EL 4,73 £ 0,32 c

Fonte: o autor.

No presente estudo, observou-se que o melhor resultado para a produgdo de biomassa e
atividade enzimadtica ocorreu quando foram utilizadas apenas fontes de carbono e nitrogénio
mais simples, como o agucar organico e o extrato de soja. Esses resultados sdo consistentes com
aqueles relatados na literatura, que apontam a eficiéncia de fontes de carbono como sacarose e
nitrogénio organico, como o extrato de levedura, na promoc¢ao do crescimento de fungos. Por
exemplo, Schmaltz (2020) verificou que o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana atingiu
concentragdes de 6,7E+08 esporos/mL e atividades quitinasicas de 1,47 U/mL utilizando um
consorcio entre farelo de arroz e sacarose como fontes de carbono. De forma semelhante,
McCoy et al. (1972) obtiveram um rendimento de biomassa de Hirsutella thompsonii de 2.243,4
mg/100 mL ao suplementarem um meio de cultura com 0,10% (m/v) de peptona e 0,5% (m/v)
de extrato de levedura. Nossos achados corroboram esses estudos ao mostrar que o tratamento
contendo agucar e extrato de soja foi superior, seguido pelo tratamento com agucar e extrato de
levedura, destacando o papel fundamental dessas fontes nutricionais na promog¢ao do

crescimento fungico e producdo de biomassa.
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5.4. Influéncia da composigdo de sais

Com o intuito de avaliar qual a influéncia dos sais presentes no meio de cultura basal
(Cloreto de potassio, sulfato de magnésio e fosfato dipotassico) realizou-se um planejamento
fatorial 23 + 2 pontos centrais como descrito na Tabela 5. Uma vez que a concentragdo desses
sais ¢ segredo industrial os tratamentos foram codificados para manter a confidencialidade
dessa parte do processo. Todavia os meios de cultura testados foram constituidos da solugao
desses sais, agucar organico e extrato de soja. Assim ¢ possivel observar na Figura 14 que os
todos os sais influenciaram de maneira positiva no crescimento do fungo, sendo que com 15
dias, verifica-se um incremento na producio de células viaveis, variando de 2,15x10° UFC/mL
para o tratamento 01, que é o que nfio possui nenhum sal em sua composi¢io, até 7,3x10°
UFC/mL no tratamento 8, o qual possui todos os sais em composi¢do. Além disso, a Tabela 19
apresenta o efeito das variaveis sobre essa variavel resposta ¢ em todas as variaveis
independentes avaliada observa-se um efeito positivo na concentracdo fungica. Ja a Figura 15,

mostra graficamente o efeito positivo dos trés sais testados.

Isso pode ter ocorrido, pois alguns metais sdo essenciais para a manuten¢do das células,
uma vez que estao envolvidos em processos como catalise enzimatica servindo como cofatores
de enzimas, osmorregulacado, regulares de pH, entre outros. Tanto o cloreto de potassio quando
o fosfato dipotassico sd@o duas fontes de potassio, um composto que esta intrinsecamente ligado
a regulacdo do equilibrio osmoético dentro das células. Além disso, o fosfato dipotassico
também ¢ fonte de fosfato, um componente fundamento dos acidos nucleicos (DNA ¢ RNA),
dos fosfolipideos das membranas celulares e de compostos energéticos como o ATP. J4 o sulfato
de magnésio ¢ uma fonte tanto de magnésio que serve como cofator para inimeras enzimas
quanto uma fonte de enxofre que esta presente em muitos aminodcidos que compde as proteinas
(Madingan et al., 2016). Dessa forma, o aumento observado no tratamento com todas essas
fontes em contrapartida ao tratamento que ndo as contém, sugere-se que o incremente desses
sais no meio de cultura serve como fonte desses inumeros nutrientes, sendo benéfico ao

crescimento do fungo.
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Figura 14 - Influéncia da constituicao de sais presentes no meio utilizando planejamento

fatorial completo 23 ao decorrer do tempo na produgdo de células viaveis e da enzima

quitinase pelo fungo H. thompsonii. Microrganismo cultivado com 2% (m/v) de sacarose e
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Tabela 19 - Analise estatistica descritiva do fatorial completo 2* tendo a producao de células

viaveis como variavel resposta. Legenda: CP = cloreto de potéassio, SM = sulfato de magnésio,

DKP = fosfato dipotassico (p<0,05).

Efeito

Erro t p

CP(X1) 1,17E+08 3,03E+07 3,8636 0,0026
SM(X2) 1,21E+08 3,03E+07 3,9831 0,0021
DKP(X3) 1,19E+08 3,03E+07 3,9205 0,0024
X1*X2 1,16E+08 3,03E+07 3,8292 0,0028
X1*X3 1,18E+08 3,03E+07 3,9001 0,0025
X2*X3 1,18E+08 3,03E+07 3,9042 0,0025
X1*X2%X3 1,18E+08 3,03E+07 3,8916 0,0025

Fonte: o autor.
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Figura 15 - Gréfico de superficie de resposta para produgdo de células vidveis em 360 horas.
(A) influéncia do fosfato dipotassico e do sulfato de magnésio. (B) influéncia do sulfato de
magnésio junto com cloreto de potassio. (C) influéncia do fosfato dipotassico e do cloreto de
potassio. Legenda: CP = cloreto de potassio, SM = sulfato de magnésio, DKP = fosfato

dipotassico.
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Fonte: o autor.

Em contrapartida quando observamos a Figura 16 ¢ possivel notar que a produgao
maxima de quitinase ocorreu em 10 dias com uma producdo de 15,63 U/mL no tratamento 2, o
qual possui somente fosfato dipotassico em sua constituigdo. Um incremento de 138,32%
quando comparado ao tratamento 1 cuja composi¢ao nao apresenta sais € a producdo enzimatica
foi de 0,113 U/mL. Além disso, a Tabela 20 apresenta o efeito das variaveis sobre a produgao
de quitinase. A implementagao de fosfato dipotassico no meio de cultura teve um efeito positivo
significativo na atividade enzimatica, ou seja, o aumento dos valores deste parametro dentro da
faixa estudada incrementaria a producdo da enzima. Ja o cloreto de potassio e o sulfato de
magnésio quando utilizados de forma individual ou junto com o fosfato dipotassico,
apresentaram um efeito negativo fazendo com que a atividade da enzima decaisse. Em

contrapartida, a interacao desses dois compostos obteve um efeito positivo significativo. Assim,
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a Figura 17 indica que o aumento da concentracdo de fosfato dipotassico e diminui¢do do
cloreto de potassio e do sulfato de magnésio sdo favoraveis para a obten¢do de altas atividades

de quitinase.

Figura 16 - Influéncia da constituicao de sais presentes no meio utilizando planejamento
fatorial completo 2° ao decorrer do tempo na produgio da enzima quitinase pelo fungo H.

thompsonii. Microrganismo cultivado com 2% (m/v) de sacarose e 1% (m/v) de extrato de

soja sob agitacdo orbital a 100 rpm a 25°C.
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Tabela 20 - Anélise estatistica descritiva do fatorial completo 23 tendo a produgdo de células
viaveis como varidvel resposta. Legenda: CP = cloreto de potassio, SM = sulfato de magnésio,

DKP = fosfato dipotassico. (p<0,05).

Efeito Erro t p

CP(X1) -0,7266 0,0746 -9,7394 9,6195E-07
SM(X2) -1,3459 0,0746 -18,0395 1,6116E-09
DKP(X3) 1,8639 0,0746 24,9825 4,8587E-11
X1*X2 2,9674 0,0746 39,7734 3,0775E-13
X1*X3 -2,4944 0,0746 -33,4335 2,0486E-12
X2*X3 -3,3161 0,0746 -44,4479 9,1260E-14
X1*X2%X3 0,7486 0,0746 10,0342 7,1447E-07

Fonte: o autor.

Figura 17 - Grafico de superficie de resposta para producdo de células vidveis em 360 horas.
(A) influéncia do fosfato dipotassico e do sulfato de magnésio. (B) influéncia do sulfato de
magnésio junto com cloreto de potassio. (C) influéncia do fosfato dipotassico e do cloreto de
potéssio. Legenda: CP = cloreto de potéassio, SM = sulfato de magnésio, DKP = fosfato

dipotassico.
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Ashour e colaboradores (2016) utilizaram a metodologia de Plackett-Burman e Design
Composto Central para otimizar a producdo de quitinase por Brevundimonas diminuta
KT277492 e observaram que o fosfato dipotassico junto com outros componentes auxiliou no
aumento da quitinase conseguindo um incremente de 8,77 vezes quando comparado o meio
com menor produgdo. Ja Ornela e colaboradores (2022) observaram que tanto o fosfato
dipotassico quanto o sulfato de magnésio favoreceram a atividade de quitinase chegando em

concentracdes de cerca de 7 U/mL de atividade enzimadtica para o fungo Aspergillus niveus.

Neste experimento, foi observado que todos os sais testados influenciaram de maneira
positiva o crescimento fingico, enquanto apenas o fosfato dipotdssico apresentou efeito
significativo na produgdo de quitinase. Como o foco do projeto foi a formulagdo de um meio
de cultura destinado a produgdo de células viaveis para aplicagdo em campo, ¢ dada a auséncia
de estudos que correlacionem diretamente a producao de quitinase com a eficacia no controle
biologico, a escolha dos componentes do meio de cultura foi orientada principalmente pela
producao de biomassa. Assim, optou-se por manter todos os sais na formulagdo final do meio

de cultura, visando maximizar o crescimento e a viabilidade celular.

5.5. Influéncia do balang¢o C/N e do pH inicial no meio de cultivo utilizando desenho
composto central rotacional
H. thompsonii ¢ um fungo entomopatogénico amplamente estudado por sua capacidade de
controlar acaros em diferentes culturas agricolas. Sua eficiéncia como agente de biocontrole
depende de diversos fatores ambientais e nutricionais, como a quantidade de actcar disponivel,
o pH do meio de cultivo e a presenga de fontes de nitrogénio, como o extrato de soja. Estudos
anteriores, como os de Hirapara e colaboradores (2023), demonstraram que a modulacao dessas
variaveis pode influenciar significativamente a producdo de unidades formadoras de colonia
(UFC), ao comparar diferentes composigdes de meio de cultura de forma liquida e solida,
verificando que a composi¢do equilibrada desses fatores ¢ crucial para a viruléncia e eficacia
do fungo em aplicagdes comerciais. Neste estudo, utilizou-se um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) para avaliar a influéncia dessas varidveis no crescimento de /.
thompsonii e na producao de UFC, quitinase e protease, com o objetivo de otimizar as condi¢des
de cultivo. Os resultados serdo apresentados em topicos, discutindo separadamente a produgao
de UFC, quitinase e protease, e como cada uma dessas respostas foi influenciada pelas variaveis

estudadas.
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5.5.1. Otimizagdo da produgdo de unidades formadoras de colonias

A produgdo de unidades formadoras de colonia por H. thompsonii foi monitorada ao longo
de 30 dias, com coletas realizadas a cada 24 horas nos primeiros 7 dias, depois em 10, 15 e 30
dias, visando a estabilidade do produto. Como observado nos experimentos anteriores, o
crescimento de H. thompsonii segue uma curva sigmoide, com um aumento inicial lento,
seguido por um crescimento exponencial e, finalmente, uma fase de platd. Nossos resultados
confirmaram essa tendéncia, com a produ¢do maxima de UFC ocorrendo ao final de 10 dias de
cultivo. A Figura 18 apresenta a variagdo da producdo de UFC ao longo do tempo para os 16

tratamentos, destacando a fase exponencial de crescimento e a estabilizagdo da producio.

Figura 18 - Influéncia do balango C/N e do pH inicial no meio utilizando desenho composto
central rotacional ao decorrer do tempo na producdo de células vidveis pelo fungo H.

thompsonii. Microrganismo cultivado sob agitacao orbital a 100 rpm a 25°C.
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Fonte: o autor.

Ao observamos a analise temporal vemos que no tratamento 13 o microrganismo nado foi
capaz de crescer. Essa inibi¢do pode ter ocorrido devido ao pH de 2,5, que pode ter causado
danos ou morte das células em fun¢do da alta acidez do meio externo, mesmo que as condigdes

das fontes de carbono e nitrogénio estivessem em seus pontos centrais. Ja o maior crescimento
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ocorreu no tratamento 09 no qual continha o pH inicial igual a 6, extrato de soja igual a 8 g/L e
ndo continha agucar. Os dois melhores tratamentos seguidos foram T02 com pH igual a 8§,
extrato de soja igual a 1 g/L e sacarose igual a 5 g/L e 0o T04 com pH igual a 8, extrato de soja
igual a 15 g/L e sacarose igual a 5g/L, indicando que o fungo tem preferéncia por pH mais
basico, menor quantidade de sacarose e maior quantidade de extrato de soja. Como em 10 dias
foi obtido a maior concentragdo fungica e foi quando o crescimento do fungo entrou em
estabilidade, escolheu-se os resultados desse tempo de cultivo para se fazer a andlise estatistica

e a otimizacao do meio de cultura.

De acordo com Grimm e colaboradores (2005), o sucesso de modelos de regressdo para
prever a produg¢do de UFC em fungos filamentosos depende da significancia das varidveis
estudadas. Por isso, na andlise inicial, utilizamos um modelo de regressao linear multipla para
avaliar a influéncia da quantidade de agticar, extrato de soja e pH inicial no crescimento de H.
thompsonii. No entanto, assim como no trabalho de Hirschauer e colaboradores (2022), no qual
a significancia do modelo foi comprometida por variabilidade experimental, nossos resultados
indicaram que o modelo ndo era estatisticamente significativo, com valores de p acima do nivel
de significancia de 0,05 para as principais varidveis e o modelo, na forma inicial, com R? no
valor de 0,56, ou seja, ndo era capaz de explicar adequadamente. A Tabela 21 resume os
coeficientes do modelo e os valores de p, sugerindo que para a producdao de UFC dentre todos
os parametros testados, somente a variavel X1, que seria a quantidade de agucar, teria resultado
significativo realgando que o aumento da concentracao de agucar no meio de cultura influencia

negativamente na producao de células viaveis.

Tabela 21 - Analise estatistica descritiva do desenho composto central rotacional tendo a

produgdo de células viaveis como variavel resposta (p<0,05).

Efeito Erro t P
Acucar(X1) -3,78E+06 \ 1,51E+06 -2,51 0,0201
X12 4,99E+06 1,83E+06 2,72 0,0124
Ext.rato de 1,58E+05 1.51E+06 0,10 0,9176
soja(X2)
X22 -1,62E+06 1,83E+06 -0,89 0,3852
pH(X3) -9,59E+04 \ 1,51E+06 -0,06 0,9499
X22 -1,73E+06 1,83E+06 -0,95 0,3544
X1*X2 1,27E+05 \ 1,97E+06 0,06 0,9491
X1*X3 -1,65E+05 1,97E+06 -0,084 0,9339
X2*%X3 -1,60E+05 \ 1,97E+06 -0,081 0,9361

Fonte: o autor.
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A falta desse ajuste do modelo pode explicado pela variabilidade do método de
quantificag¢do de unidades formadoras de colonias, uma vez que ¢ utilizado o método de dilui¢ao
seriada para tal. Ao investigar a utilizagdo do método de dilui¢do seriada para a quantificacao
de unidades formadoras de colonias (UFC) em fungos filamentosos, Pitt e colaboradores (2022)
observaram que a significancia do modelo pode ser comprometida devido a variabilidade
experimental. Essa variabilidade pode influenciar os valores de p, resultando em uma analise
sobre a influéncia dos parametros como estatisticamente ndo significativo, com valores de p
acima do nivel de significancia de 0,05 para as varidveis principais. Eles destacam que a
precisdo na contagem de colonias em métodos de dilui¢do seriada depende de varios fatores
experimentais, como a correta preparagdo das dilui¢des, a precisdo na pipetagem e
principalmente pela presenga de pellets flngicos, uma vez que essas estruturas sao dificeis de
serem rompidas. Erros nesses processos podem introduzir variabilidade significativa nos dados,
afetando a confiabilidade dos resultados obtidos e, consequentemente, a significancia do

modelo estatistico.

Diante disso, buscando minimizar o erro experimental foi realizado a identificagao de
outliers, para garantir a validade dos resultados. Em nossa andlise, a inspecao dos residuos
revelou um ponto que se destacou como outliers significativos (Figura 19). Este ponto, o T09,
foi identificado como o tratamento especifico no qual condi¢des de pH e extrato de soja eram
médias, porém concentracdo de aglcar era zero e provavelmente causaram respostas anomalas
no crescimento do fungo. A remocao desses outliers foi justificada pela necessidade de ajustar
o modelo para refletir mais precisamente as tendéncias gerais observadas na maioria dos

tratamentos.
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Figura 19 - Diferentes célculos para identificacdo de outliers presentes na amostragem de 10

dias do fungo H. thompsonii para os diferentes testados no planejamento experimental.
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Apds a remocdo dos outliers, o modelo de regressdao linear multipla foi recalculado,

resultando em uma melhoria substancial na significincia dos coeficientes, sendo observado

pelo valor de R? que ficou no valor de 0,98. A exclusdo de dados atipicos pode revelar relagdes

subjacentes que estavam obscurecidas. Em nosso caso, as varidveis quantidade de extrato de

soja e pH inicial passaram a apresentar efeitos estatisticamente significativos na producao de

UFC, conforme mostrado na Tabela 22. A Figura 20 ilustra a superficie de resposta resultante

do modelo ajustado, destacando as condigdes 6timas para a maximizacao da producao de UFC

por H. thompsonii.
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Tabela 22 - Andlise estatistica descritiva do desenho composto central rotacional tendo a

produgdo de células vidveis como variavel resposta e a retirada dos pontos outliers (p<0,05).

Efeito Erro t p
Acucar(X1) -138353,31 52804,22 -2,62 0,01931
X1 4248,54 883,441 4,81 0,00023
Extrato de 358039,16 97998,25 -3,65 0,00235
soja(X2)
X22 -2425,85 3011,78 -0,81 0,43314
pH(X3) 1389336,39 368500,61 3,77 0,00185
X2 -103067,49 26732,63 -3,85 0,00156
X1*X2 12816,48 3860,99 3,32 0,00009
X1%X3 -4792,08 6489,46 -0,73 0,00467
X2*X3 12816,48 94923,39 7,23 0,000003

Fonte: o autor

Figura 20 - Gréfico de superficie de resposta para produgdo de células viaveis em 10 dias.
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Assim, a remoc¢ao de outliers foi fundamental para ajustar o modelo estatistico e

assegurar que as condigdes Otimas identificadas refletissem com precisdo a verdadeira

capacidade de producdo de UFC do fungo. Os resultados deste estudo indicaram que a

otimizacdo das condi¢cdes de cultivo para H. thompsonii resultou em uma produgdo

significativamente aumentada de unidades formadoras de colonia (UFC). A anélise revelou que

as condi¢des ideais para maximizar a produ¢do de UFC foram um pH inicial de 6, uma

concentragdo de extrato de soja de 10 g/L e uma quantidade de aglicar de 1 g/L. Esses

parametros proporcionaram o ambiente mais favoravel para o crescimento e multiplicagdo do

fungo, conforme evidenciado pelos dados coletados.
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5.5.2. Otimizag¢do da produgdo de quitinases

A produgdo de quitinase ¢ uma variavel critica para a eficacia de fungos entomopatogénicos,

tal como demonstrado por Ledo (2011) que correlacionou a presencga do gene de expressao da

quitinase com a maior viruléncia do fungo M. anisopliae. Dessa forma, utilizando a

metodologia de desenho experimental descrita no item anterior o objetivo foi identificar as

condigdes dtimas para a producgao de quitinase e otimizar o meio de cultivo, a fim de maximizar

a atividade enzimatica e, consequentemente, a eficiéncia do fungo como agente biocontrole. A

produgdo de quitinase foi monitorada ao longo de 30 dias para todos os 16 tratamentos. A Figura

21 mostra a varia¢ao da atividade de quitinase ao longo do tempo, evidenciando como cada

tratamento influenciou a produgdo de quitinase durante o periodo de incubagao.

Figura 21 - Influéncia do balango C/N e do pH inicial no meio utilizando desenho composto

central rotacional ao decorrer do tempo na producdo da enzima quitinase pelo fungo H.
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Como observado na Figura 21 a menor produgdo de quitinase foi observada no tratamento
T13, ou seja, naquele em que o pH inicial foi ajustado para 2,56. Esse pH extremamente acido
¢ desfavoravel para a atividade enzimdatica de muitos fungos filamentosos, incluindo H.
thompsonii. Assim a atividade enzimatica de quitinase ¢ fortemente influenciada por valores
extremos de pH, que afeta a conformagao e a atividade da enzima. Um pH muito baixo pode
desnaturar a quitinase ou alterar seu estado ativo, resultando em uma produgao reduzida. Além
disso, pHs 4cidos podem inibir o crescimento do fungo, limitando a producao de quitinase. Isso
¢ consistente com estudos que indicam que condi¢des extremas de pH afetam negativamente a
producdo de enzimas em microrganismos filamentosos, como descrito por Escho (2017). Em
contrapartida, a maior produgdo de quitinase foi observada primeiramente no tratamento T14
(pH inicial 10, 17,5 g/L de agticar e 8 g/L de extrato de soja) seguido por T11 (pH inicial 6, 17,5
g/L de acticar e 0 g/L de extrato de soja) e TO7 (pH inicial 8, 30 g/L. de agticar e 15 g/L de extrato

de soja).

A influéncia do pH no meio de cultivo ¢ um fator determinante na atividade enzimatica,
especialmente na produg¢do de quitinase. Observou-se que um pH alcalino, como no tratamento
T14, favorece tanto a estabilidade quanto a atividade das enzimas. Este comportamento ¢
suportado por estudos com outros microrganismos como observado por Qi e colaboradores
(2024) utilizando Bacillus licheniformis, no qual descreve que um pH mais elevado resultou
em uma maior produgdo enzimatica. Isso sugere que o fungo utilizado tem preferéncia por
ambientes alcalinos, o que pode ser explicado pela eficiéncia da catélise das reagdes enzimaticas

nesses ambientes.

Quando analisamos a varidvel concentracdo de sacarose observamos que a mesma
desempenha um papel crucial na producao enzimatica. Nos tratamentos T14 e TO7, altos niveis
de acucar forneceram a energia necessaria para a biossintese de quitinase, indicando que H.
thompsonii pode ter uma necessidade elevada de fontes de carbono para otimizar a produgao de
quitinase. Além disso, a sacarose pode atuar como indutor na expressao dos genes responsaveis
pela produgdo de quitinase, o que pode ser observado na maior producdao enzimatica nesses
tratamentos. Estudos realizados por Gomaa (2021) indicam que a variagdo na concentracao de
acucar pode modular a expressdo enzimatica, o que torna essencial a escolha adequada do tipo

e quantidade de agucar utilizado no meio de cultivo.

Por fim, ao analisar os niveis de extrato de soja no meio de cultivo observa-se que 0 mesmo

possui pouca influéncia na producdo de quitinase. O extrato de soja ¢ uma fonte rica de
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nutrientes, como aminodcidos e nitrogénio, que sdo essenciais para o crescimento celular e a
producdo enzimadtica. No entanto, a auséncia de extrato de soja no tratamento T11 e sua alta
eficiéncia sugerem que, em algumas condigdes, a producao de quitinase pode ser otimizada
mesmo sem uma suplementagdo adicional de nitrogénio. Isso destaca a importancia de um
balang¢o cuidadoso entre os nutrientes fornecidos, considerando as especificidades do fungo e

do ambiente de cultivo.

Esses resultados estdo alinhados com achados da literatura cientifica, que indicam que tanto
o pH quanto as fontes de carbono e nitrogénio sdo determinantes na produ¢do de enzimas por
fungos como H. thompsonii. Estudos recentes também confirmam que condic¢des alcalinas e
concentragdes adequadas de agucar podem maximizar a producao de quitinase, refletindo a

adaptacao do fungo as condi¢des nutricionais e de pH (Gomma, 2021).

Apos a analise temporal dos dados, realizou-se uma otimizacao do meio de cultura com o
objetivo de maximizar a producdo de quitinase pelo fungo filamentoso H. thompsonii para os
dados obtidos em 15 dias, uma vez que foi nesse periodo que se encontrou os maiores valores
de producdo. Dessa forma, durante essa etapa, constatou-se que, entre as variaveis testadas (pH,
acicar e extrato de soja), apenas o pH apresentou um efeito significativo na produgdo
enzimatica. Este resultado ¢ visualmente apresentado na Tabela 23, onde se observa a
significancia estatistica das variaveis, evidenciando a predominancia do pH. Estudos prévios ja
indicam que o pH ¢ um fator determinante na atividade enzimatica, influenciando a estabilidade
estrutural e a atividade catalitica das enzimas. Além disso, o pH pode afetar a permeabilidade

das membranas celulares, modulando a secrecao de enzimas (Qi ef al., 2024).

Tabela 23 - Analise estatistica descritiva do desenho composto central rotacional tendo a

produgdo de quitinase como variavel resposta (p<0,05).

Efeito Erro t p
Acucar(X1) -1,24 | 1,24 -1,00 0,3294
X1? -2,33 1,51 -1,54 0,1375
Extrato de -1,44 1,24 -1,15 0,2605
soja(X2)
X22 1,30 1,51 0,86 0,3975
pH(X3) 5,12 | 1,24 4,11 0,0005
X3? 1,27 1,51 0,84 0,4099
X1*X2 -3,71 | 1,63 2,28 0,0327
X1*X3 0,05 1,63 0,03 0,9779
X2*X3 1,29 | 1,63 0,79 0,4353

Fonte: o autor.
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Ap0s essa otimizagdo inicial, foi realizada uma identificagdo de outliers para garantir a
precisdo da andlise estatistica. Outliers sdo dados que se desviam significativamente dos outros
pontos ¢ podem distorcer a analise, levando a conclusdes equivocadas. Além disso, o impacto
dos outliers sobre a modelagem estatistica e a consequente melhoria no ajuste do modelo pode
ser observado nos graficos de residuos apresentados na Figura 22. A remocgao desses dados foi
seguida de uma reanalise dos dados, que confirmou que apenas o pH continuou a ter um efeito
significativo na producio de quitinase. Além disso o valor do R? passou de 0,55 para 0,73 apds
a remocao desses valores discrepantes. Essa a reanalise dos dados sem outliers, detalhada na
Tabela 24, destaca a relagdo direta entre o pH e a produgdo de quitinase, sugerindo que o ajuste
fino do pH ¢ mais relevante do que a modulacdo das concentragdes de aglicar e extrato de soja.
Esses achados sao sustentados pela literatura cientifica, que documenta o papel critico do pH

na produgdo de enzimas em fungos filamentosos (Gomaa, 2021).

Figura 22 - Diferentes céalculos para identificagdo de outliers presentes na amostragem de 10

dias do fungo H. thompsonii. Legenda ( @) pontos ndo outliers, (®) outliers presentes na

amostragem.
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Tabela 24 - Andlise estatistica descritiva do desenho composto central rotacional tendo a

produgdo de quitinase como variavel resposta apos retirada dos pontos outliers (p<0,05).

Efeito Erro t p
Aciicar(X1) 0,10 0,52 -0,20 0,8770
X12 0,57 0,21 2,72 0,0014
Extrato de soja(X2) 043 0,88 -0,49 0,6276
X2? -0,03 0,02 -1,52 0,1455
pH(X3) 6,09 3,41 -1,78 0,0093
X3? -0,01 0,01 -1,46 0,1619
X1*X2 030 0,20 1,52 0,0147
X1*X3 0,09 0,10 0,93 0,3653
X2*X3 0,05 0,04 1,29 0,2146

Fonte: o autor.

Ap6s essas analises, foi observado que apenas o pH apresentou um efeito significativo na
produgdo de quitinase, enquanto as fontes de carbono (agucar) e nitrogénio (extrato de soja)
ndo mostraram a mesma influéncia. Uma das hipdteses para que isso tenha acontecido € que o
pH influencia diretamente na parte bioquimica da enzima, como explicado anteriormente,
enquanto fontes de carbono e nitrogénio aqui testadas nao sdo os indutores especificos para a
produgdo de quitinase, uma vez que o verdadeiro substrato para a inducdo dessa enzima ¢€ a
quitina. Estudos cientificos confirmam que, sem a presenca de quitina ou compostos
relacionados, a produg¢do de quitinase pode ser significativamente reduzida, independentemente
das concentragdes de outras fontes de nutrientes. Essas hipoteses sdo apoiadas por varios
estudos que discutem a complexa interacdo entre nutrientes e fatores ambientais na produgao
de enzimas por fungos filamentosos (Lima et al., 2014; Zhao et al., 2018). Por exemplo,
pesquisas com Aspergillus spp. demonstram que, sob certas condi¢des, o pH pode ter uma
influéncia mais direta sobre a producdo enzimatica do que as concentragdes de nutrientes
disponiveis, destacando a importancia de entender as necessidades especificas de cada
organismo em relagdo ao ambiente decultivo (Ghanem et al., 2017; Khosravi-Darani et al.,

2019.

A preferéncia do fungo por um ambiente mais alcalino para a produgdo de quitinase, como
observado nos melhores tratamentos (T14, T11 e T07), € consistente com a necessidade de
otimizagdo enzimatica em condi¢des especificas de pH. Entretanto, ¢ importante ressaltar que,
conforme discutido anteriormente em relagcdo a produ¢do de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), o fungo demonstrou uma preferéncia por um pH proximo de 6, indicando que diferentes

processos metabolicos podem exigir condigdes distintas para a otimizacdo. Sendo necessario
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uma escolha estratégica para maximizar a produtividade em diferentes aspectos do cultivo,
atendendo tanto as necessidades de crescimento do fungo quanto a produgdo de enzimas

especificas.

5.5.2. Otimizagdo da produgdo de proteases

Na Figura 23 podemos observar os resultados obtidos no experimento de quantificacao de
protease que a maior producdo ocorreu em 7 dias de cultivo, revelando informagdes importantes
sobre a influéncia das variaveis testadas experimentalmente na producao enzimatica. Além
disso, os tratamentos T12, T0O4 ¢ TO8 destacaram-se como os melhores em termos de produgao
de protease. Sendo, o tratamento T12, que continha 20 g/L de extrato de soja, 17,5 g/L. de agticar
e pH inicial de 6, apresentou a maior produgdo de protease, indicando que uma combinagio
equilibrada de fontes de carbono e nitrogénio, em um pH moderado, ¢ essencial para maximizar

a produgao dessa enzima.

Figura 23 - Influéncia do balango C/N e do pH inicial no meio utilizando desenho composto
central rotacional ao decorrer do tempo na producdo da enzima protease pelo fungo H.

thompsonii. Microrganismo cultivado sob agitagao orbital a 100 rpm a 25°C.
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A importancia do extrato de soja como fonte de nitrogénio foi corroborada pelos resultados
dos tratamentos T04 e T08. No caso de T04, com 5 g/L de agucar, 15 g/L de extrato de soja e
pH inicial de 8, observou-se que, mesmo com uma menor concentragao de agtcar, a produgao
de protease foi significativa, sugerindo que o extrato de soja fornece aminoacidos e peptideos
essenciais para a sintese enzimatica, como demonstrado por Zhang e colaboradores. (2021) e
Li e colaboradores. (2018). A andlise do tratamento TOS8, que continha 30 g/L de agucar, 15 g/L.
de extrato de soja e pH inicial de 8, reforga a hipotese de que, em pH levemente alcalino, altos
niveis de fontes de carbono e nitrogénio podem sinergicamente favorecer a producdo de
protease. Estudos indicam que a concentragdo de substratos no meio pode atuar como fator
limitante ou promotor na sintese de protease, dependendo da disponibilidade de nitrogénio e da

atividade dos sistemas regulatorios celulares (Wu et al., 2020; Sun et al, 2019).

Por outro lado, os piores resultados foram observados nos tratamentos T13, T11 e T14, onde
os fatores limitantes incluiram pH extremamente 4cido, auséncia de fonte de nitrogénio, ou uma
combinagdo desfavoravel de variaveis. Em T13, onde o pH era 2,5, a produgao de protease foi
a menor produgdo, o que pode ser explicado pela inativagao enzimatica em condi¢des acidas
extremas, um fendmeno bem documentado na literatura (Gupta et al., 2017). No tratamento
T11, a auséncia de extrato de soja em um pH de 6 também resultou em baixa producao,
sugerindo a necessidade critica de uma fonte de nitrogénio disponivel para a sintese de protease,

conforme relatado por Wang e colaboradores (2022).

Na Tabela 25 podemos observar que a otimizagdo do meio de cultura revela que as varidveis
acucar e extrato de soja tiveram efeitos significativos na produ¢do de protease, enquanto o pH
ndo apresentou significancia. J4 na Figura 24, o grafico de superficie de resposta também ilustra
como as concentragdes variaveis de agucar e extrato de soja afetam a producao de protease.
Esse padrdao contrasta com a producdo de quitinase, onde o pH desempenhou um papel
determinante, conforme evidenciado na andlise estatistica e na representacdo grafica dos
resultados. A diferenca de comportamento pode ser atribuida as distintas vias metabolicas e

mecanismos regulatorios envolvidos na sintese das duas enzimas.
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Tabela 25 - Andlise estatistica descritiva do desenho composto central rotacional tendo a

producdo de protease como varidvel resposta (p<0,05).

Efeito Erro t p
Acucar(X1) 0,02 0,01 4,07 0,0005
X1 0,01 0,01 1,41 0,0174
Extrato de soja(X2) 0,03 0,01 6,41 0,0000
X2 0,01 0,01 1,91 0,0069
pH(X3) -0,01 0,01 -1,41 0,2685
X32 -0,02 0,01 -3,66 0,0014
X1*X2 0,03 0,01 3,62 0,0015
X1%X3 0,00 0,01 -0,11 0,9104
X2*X3 0,01 0,01 1,08 0,2931

Fonte: o autor.

Figura 24 - Gréafico de superficie de resposta para producao de células proteases em 7 dias.

R%: 0,94.

Fonte: o autor.

A partir dos dados analisados anteriormente, ¢ possivel notar que a comparagao entre 0s
niveis de protease e quitinase revela que, apesar de ambos os experimentos terem utilizado
tratamentos semelhantes, as respostas enzimaticas as varidaveis do meio foram distintas. A
producdo de quitinase, por exemplo, foi mais sensivel ao pH, enquanto a produgao de protease
mostrou-se mais dependente das concentracdes de agucar e extrato de soja. Essas diferencas
refletem as diferentes condi¢des Otimas para a expressao génica e a atividade das enzimas, o
que € consistente com as observagdes feitas por Shan e colaboradores. (2020) em estudos sobre
regulagdo enzimatica em fungos filamentos. Além disso, notavelmente, os melhores
tratamentos para a producdo de protease foram os piores para a producdo de quitinase, e vice-
versa, sugerindo uma relacao inversa entre as duas enzimas, sendo observado na Figura 25 em

que se mostra a interac¢ao entre a produgdo de quitinase e a de protease. Nos primeiros 6 dias
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observamos uma alta produ¢ao de protease em contrapartida a uma baixa producao de quitinase,
o que muda depois do 7 dia em que a produ¢do de quitinase aumenta gradualmente enquanto
protease diminui. Isso pode estar relacionado as condigdes o6timas divergentes para a expressao
génica e atividade enzimadtica, conforme relatado por Shan e colaboradores (2020). Esse
comportamento inverso pode ser devido a competi¢ao por recursos metaboélicos, onde a sintese

de uma enzima pode suprimir a produ¢do de outra dependendo das condi¢des do meio.

Figura 25 - Interagdo entre a producdo de protease e a producao de quitinase ao decorrer do

tempo de fermentacao.
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Fonte: o autor.

Apoés analisar os resultados e discutir as influéncias das varidveis testadas, podemos
concluir que o pH do meio de cultivo desempenha um papel crucial na producao de quitinase,
enquanto a quantidade de aglicar e extrato de soja influenciam a produ¢do de protease e a
producdo de células ¢ influenciada por todas as variaveis testadas apos tratamento dos dados.
Diante disso ¢ necessario uma escolha ¢ estratégica para maximizar a produtividade em
diferentes aspectos do cultivo, atendendo tanto as necessidades de crescimento do fungo quanto
a producdo de enzimas especificas. Dessa forma, visando a busca por um equilibrio entre os
diferentes aspectos o modelo nos fornece o meio de cultura contendo pH 6.0, extrato de soja na
concentracdo de 15g/L e agucar na de 5g/L garantindo a eficiéncia geral do processo de cultivo,

multiplicagdo do fungo e produgdo das enzimas de interesse.
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5.6. Influéncia da vazdo de ar

A aeragdo desempenha um papel crucial no cultivo de fungos filamentosos,
influenciando diretamente o crescimento celular, a produgao de biomassa e a sintese de enzimas
como a quitinase. A disponibilidade de oxigénio, garantida pela aeragdo, ¢ essencial para o
metabolismo aerobico desses microrganismos, afetando processos bioquimicos fundamentais.
Estudos demonstram que niveis adequados de aeracdo podem aumentar significativamente a
producdo de quitinase, uma enzima importante na degradagdo de quitina e utilizada em diversas
aplicagoes industriais e agricolas (El Enshasy, 2007; Khare, 2016). A regulacdo da aeracao ¢,
portanto, uma variavel critica no desenho de processos fermentativos, sendo que a insuficiéncia
ou o excesso de oxigénio pode inibir a produgdo eficiente da enzima (Papagianni, 2004). Esses
aspectos tornam a aeracdo uma variavel chave no controle de processos biotecnologicos

envolvendo fungos filamentosos (Finkelstein & Ball, 1992).

Dessa forma, para a analise da aeragdo foi utilizado o meio de cultura otimizado nas
etapas anteriores constituido da solug¢do de sais, extrato de soja na concentragdo de 15g/L e
acucarnade 5g/L e o pH incial de 6.0. Assim, a andlise dos resultados demonstrou que a aeragao
teve um impacto significativo no crescimento do fungo H. thompsonii ao longo dos 10 dias de
experimento. A maior concentragdo de unidades formadoras de colonias (UFC), biomassa seca
e produgdo de quitinase foram observadas na vazdo de 4 L/min, destacando esta condi¢do de
aeracdo como a mais favoravel para o desenvolvimento e a atividade metabolica do fungo

(Figura 26, Figura 27 e Figura 28).
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Figura 26 - Concentragdo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de H. thompsonii

em diferentes taxas de aeragdo (0, 2, 4, e 8 L/min) em frascos tipo Erlenmeyer de 5 L

contendo sistema de aeragao ao longo de 240 horas. As barras de erro representam o desvio
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Figura 27 - Concentragdo de biomassa fingica (mg/mL) de H. thompsonii em diferentes taxas

de aeracdo (0, 2, 4, e 8 L/min) em frascos tipo Erlenmeyer de 5 L contendo sistema de aeracao

ao longo de 240 horas. As barras de erro representam o desvio padrao de trés réplicas
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Figura 28 - Concentragdo de quitinases (U/mL) de H. thompsonii em diferentes taxas de
aeragdo (0, 2, 4, e 8 L/min) em frascos tipo Erlenmeyer de 5 L contendo sistema de aeracao ao

longo de 240 horas. As barras de erro representam o desvio padrao de trés réplicas

experimentais.
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As Figuras 26, 27 e 28 mostram que o crescimento e a atividade do fungo foram mais
pronunciados na vazao de 4 L/min em todos os pontos de coleta, particularmente a partir do 5°
dia de cultivo. Essa tendéncia sugere que a aeracdo moderada proporcionou uma condigdo ideal
para a respiracao aerdbica do fungo, favorecendo tanto o crescimento celular quanto a produgao
de enzimas hidroliticas, como a quitinase. Por outro lado, as menores concentra¢des de UFC e
biomassa foram observadas nas vazdes de 0 L/min e 2 L/min. A auséncia de aeragdo (0 L/min)
resultou em um crescimento limitado, conforme indicado nos graficos temporais,
possivelmente devido a menor disponibilidade de oxigénio, essencial para o metabolismo
aerobico do fungo. Similarmente, a vazdo de 2 L/min, embora tenha proporcionado alguma

aera¢do, nao foi suficiente para maximizar o crescimento e a atividade enzimatica, indicando

que a taxa de oxigénio disponivel ainda era subdtima.

Quanto ao consumo de proteinas, a maior taxa foi observada na vazao de 8 L/min,
seguida pela vazao de 4 L/min, conforme mostrado na Figura 29. Este resultado sugere que,
sob condicdes de alta aeracdo, H. thompsonii pode aumentar a utilizagdo de proteinas
disponiveis no meio, possivelmente como resposta ao estresse oxidativo induzido pelo excesso

de oxigénio. Estudos anteriores, como os de Ascencio. (2016) e Souza et al. (2015),



93

demonstraram que taxas elevadas de aera¢do podem induzir o consumo de proteinas como fonte

energética alternativa em fungos filamentosos, corroborando com os achados deste estudo.

Figura 29 - Concentragdo do consumo de proteinas totais de H. thompsonii em diferentes
taxas de aeracao (0, 2, 4, ¢ 8 L/min) em frascos tipo Erlenmeyer de 5 L contendo sistema de
aeragdo ao longo de 240 horas. As barras de erro representam o desvio padrao de trés réplicas

experimentais.
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A producao otimizada de quitinase na vazao de 4 L/min estd em concordancia com a
literatura que aponta que a aeragdo moderada favorece a expressdo de enzimas hidroliticas em
fungos. Por exemplo, em um estudo conduzido por Monteiro-Junior (2018), foi observado que
fungos filamentosos isolados da caatinga apresenta maior atividade quitinolitica sob condi¢des
de aeracdo intermedidria e possuem maior potencial de controle biologico, refor¢ando os
resultados obtidos. Esse comportamento pode ser explicado pelo equilibrio entre a oferta de
oxigénio e a demanda metabdlica do fungo, que maximiza a produgdo enzimatica sem induzir
estresse excessivo. Dessa forma, estd intimamente relacionada a disponibilidade de oxigénio,
sendo a atividade enzimatica mais baixa em condi¢des de baixa aeragao e inibida em condigoes
de hiperoxigenagao. Esses resultados refor¢gam a importancia da otimizagdo da aeracdo para a

maximizag¢do da produgdo de enzimas de interesse industrial em fungos filamentosos.
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Por fim, os dados obtidos neste estudo fornecem insights valiosos para a produ¢ao em larga
escala de enzimas e biomassa fingica, indicando que a vazao de 4 L/min oferece uma condi¢ao
ideal para o crescimento e a producao enzimatica de H. thompsonii. Estes achados podem ser
aplicados para o aprimoramento de processos biotecnologicos que visam a utilizagao de fungos

filamentosos como agentes de controle bioldgico ou na produgdo de enzimas industriais.

5.7. Viabilidade economica e analise de mercado

O desenvolvimento de um bioacaricida a base de Hirsutella thompsonii focado na
producdo de quitinases e proteases apresenta um grande potencial na agricultura, especialmente
para o controle de &caros-praga em culturas como citros, algoddo e vegetais. O mercado de
bioacaricidas estd em expansdo, impulsionado pela crescente demanda por solugdes agricolas

sustentaveis e menos dependentes de agroquimicos sintéticos.

Bioacaricidas, como os baseados em Hirsutella thompsonii, oferecem uma alternativa
ecologicamente correta para o controle de acaros que afetam a produtividade agricola.
Estimativas indicam que o mercado de biopesticidas, que inclui bioacaricidas, tem uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) entre 15% e 20%, sendo um dos setores mais promissores
na agricultura sustentavel (Poria, 2021). Em particular, regiGes produtoras de citros e soja na
América Latina e Asia tém mostrado crescente adogdo de solucdes bioldgicas, reforcando a

viabilidade de produtos como esse.

Comparado aos acaricidas quimicos tradicionais, 0 uso de bioacaricidas a base de Hirsutella

thompsonii apresenta uma série de vantagens competitivas:

« Baixa toxicidade: E seguro para seres humanos, animais e organismos benéficos, como
polinizadores, o que atende a crescente demanda por produtos com menor impacto
ambiental (Poria, 2021).

o Efeito residual duradouro: Estudos indicam que Hirsutella thompsonii pode
permanecer ativo por longos periodos no campo, criando um controle mais eficiente e
de longo prazo sobre populac6es de acaros (Poria, 2021). .

e Reduc¢do de resisténcia: O uso continuo de acaricidas quimicos pode levar ao

desenvolvimento de resisténcia nos acaros, enquanto bioacaricidas apresentam menor
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risco desse fenébmeno, devido a complexidade bioldgica do mecanismo de acéo (Poria,
2021.

Do ponto de vista econémico, a producéo de bioacaricidas a base de microrganismos como
Hirsutella thompsonii requer um sistema de fermentagéo eficiente para maximizar a produgéo
de esporos e enzimas, como quitinases e proteases, que atuam diretamente na digestdo do
exoesqueleto de quitina dos acaros (Poria, 2021). Apesar de os custos de producéo inicial serem
mais elevados em comparacao aos pesticidas sintéticos, o uso de bioacaricidas pode ser mais

economicamente viavel a longo prazo, dado que:

e Os bioacaricidas podem ser aplicados em doses menores e com menor frequéncia,
devido ao seu efeito residual mais prolongado.
o A aceitacdo por parte dos consumidores finais, que preferem produtos livres de residuos

guimicos, aumenta a demanda e o valor agregado desses produtos no mercado.

Com a otimizacdo de um meio de cultura, realizado por esse projeto, o qual contém como
matérias-primas o0 agucar, extrato de soja, KCl, MgSO. ¢ Fosfato dipotassico, foi possivel
maximizar a producdo de enzimas (quitinases e proteases), fundamentais para o controle eficaz
de acaros. Esse aprimoramento reduz os custos de producdo e melhora a competitividade no

mercado de acaricidas bioldgicos.

Ao calcular o custo de producdo desse bioacaricida, os componentes do meio de cultura
desempenham um papel crucial. Os principais insumos, como aglcar e extrato de soja, sdo
relativamente acessiveis no mercado global, enquanto sais como KCl e MgSOs, usados em

pequenas quantidades, também apresentam custos baixos. Para uma andlise precisa:

e Acucar organico: Dependendo da fonte e da localizacdo, o custo de aquisi¢do pode
variar entre 0,40 e 0,60 USD/kg (IndexMundi, 2024).

o Extrato de soja: Essencial para o crescimento fungico, esse insumo custa em torno de
0,70 a 1,00 USD/kg (IndexMundi, 2024).

e Sais inorganicos (KCI, MgSO. e DKP): Esses componentes, usados em baixas

concentragdes, tém precos que variam de 0,10 a 0,30 USD/kg (IndexMundi, 2024).

Com esses valores, é possivel calcular o custo de produgdo por litro de meio de cultura. A

otimizacdo do meio garante uma producado elevada de biomassa fungica, reduzindo o custo por
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unidade do bioacaricida final. Em comparagdo com acaricidas quimicos, que frequentemente
exigem ingredientes de sintese complexos, o custo de um bioacaricida baseado em Hirsutella

thompsonii pode ser significativamente menor.

O mercado global de biopesticidas esta em expansao, com um crescimento anual composto
(CAGR) estimado em 13,2%, projetando-se que atinja 9,88 bilhdes de USD até 2030 (Deore,
2024). Dentro deste segmento, os bioacaricidas, como o formulado com Hirsutella thompsonii,
s&o uma solugdo promissora devido ao aumento da demanda por préticas agricolas sustentaveis
e a crescente regulamentagdo contra o uso de pesticidas quimicos. Além disso, o controle de
acaros ¢ um problema recorrente em culturas de alto valor, como frutas e vegetais, onde a
presenca de residuos quimicos pode prejudicar a exportacdo. Bioacaricidas como o de
Hirsutella thompsonii sdo especialmente atraentes por nao deixarem residuos toxicos, sendo

aceitos em mercados rigorosos, como a Unido Europeia e os Estados Unidos.
Assim, o sucesso financeiro do projeto depende de varios fatores:

o Escalabilidade: A producdo em larga escala do bioacaricida pode ser alcancada
facilmente em biorreatores com o meio de cultura otimizado. Isso garante um precgo
competitivo no mercado, com margens de lucro interessantes.

e Demanda do Mercado: Com o mercado de biopesticidas crescendo, as oportunidades
para bioacaricidas estdo se expandindo, particularmente em regides que adotam préaticas
de agricultura organica e sustentavel.

o Concorréncia e Posicdo de Mercado: Empresas como Bayer, Syngenta e BASF ja
investem pesadamente no setor de biopesticidas (Deore, 2024). No entanto, 0 mercado
de bioacaricidas ainda apresenta grandes oportunidades para novos entrantes,

principalmente em mercados de nicho.

O desenvolvimento de um bioacaricida & base de Hirsutella thompsonii é viavel tanto
economicamente quanto ambientalmente. A otimizacdo do meio de cultura contribui para a
reducdo de custos, tornando o produto competitivo no mercado global de biopesticidas. Além
disso, a crescente demanda por produtos sustentadveis na agricultura e o apoio de
regulamentacfes para a reducdo de produtos quimicos asseguram um futuro promissor para

esse bioacaricida.
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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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