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RESUMO

PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS POR Beauveria bassiana EM
FERMENTACAO SUBMERSA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

AUTORA: Silvana Schmaltz
ORIENTADOR: Marcio Antonio Mazutti

H& muitos anos € conhecida a capacidade do fungo Beauveria bassiana de produzir enzimas
hidroliticas em meio nutritivo, bem como o papel dessas enzimas no processo infeccioso do
fungo. Este trabalho traz a definicdo de um meio nutritivo para producdo submersa de
enzimas hidroliticas (B-1,3-glucanase e quitinase) e esporos de Beauveria bassiana. O uso de
produtos e residuos agroindustriais foi abordado, mostrando capacidade de estimulo de
producdo de enzimas e esporos. O meio mais adequado para a producdo combinada foi
composto por farelo de arroz (35 g.L™), sacarose (50 g.L?) e farelo de soja (5 g.L™?), além dos
minerais essenciais para o crescimento. A fim de obter uma maior producdo de enzimas foi
estudada a aplicacdo de Ultrassom (US) durante o processo fermentativo, uma vez que esta
tecnologia vem sendo cada vez mais empregada para estimulacdo de bioprocessos. Foram
estudados diferentes momentos de aplicacdo de US no cultivo, diferentes tempos de
sonicacdo, bem como diversas poténcias de aplicacdo e ciclos de trabalho. Além disso,
sonicacBes multiplas foram testadas. A melhor condicdo entre as testadas resultou em
aumentos de 51% na producéo de B-1,3-glucanase e 60% na de quitinase, sendo a aplicacédo
realizada a 24h de cultivo com poténcia de 195 W, por 5 min e ciclo de trabalho de 0,5 s.s™.

A fim de identificar possiveis mecanismos de acdo do US sobre a biomassa microbiana,
analises de MEV foram realizadas comparando biomassas do cultivo controle -sem sonicacéo-
com biomassa sonicada na melhor condigdo encontrada para a aplicagdo do US. As
fotografias obtidas permitiram identificar diferencas estruturais na biomassa sonicada e na ndo
sonicada. O US foi capaz de aumentar a formacao de poros na biomassa, influenciando, desta
forma, nas trocas de nutrientes e produtos entre célula e meio de cultivo, favorecendo maior
producdo e secrecdo enzimatica. Experimentos avaliando a influéncia do US na secrecéo de
nitrogénio pela biomassa microbiana liofilizada também foram conduzidos. Foi perceptivel o
estimulo gerado pela sonicacdo na liberacdo de nitrogénio total pela biomassa (47%
comparado com o teor anterior a sonicacdo), além de aumento de 21% e 60% nas atividades
enzimaticas de B-1,3-glucanase e quitinase, respectivamente, logo apos a aplica¢do do US. A
aplicacdo de US durante o cultivo de Beauveria bassiana mostrou-se como opgao muito
interessante para aumentar a producdo e/ou secrecdo de enzimas hidroliticas como B-1,3-
glucanase e quitinase, reduzindo, desta forma, o tempo de cultivo.

Palavras-chave: Fermentacdo Submersa. Quitinase. B-1,3-glucanase. Intensificacdo de
processos. Estimulagéo por ultrassom.



ABSTRACT

HYDROLYTIC ENZYMES PRODUCTION BY Beauveria bassiana IN
ULTRASOUND-ASSISTED LIQUID FERMENTATION

AUTHOR: Silvana Schmaltz
ADVISOR: Marcio Antonio Mazutti

The ability of the fungus Beauveria bassiana to produce hydrolytic enzymes in nutritious
media has been known for many years, as well as the role of these enzymes in the fungal
infectious process. This work defines a nutrient medium for the submerged production of
hydrolytic enzymes (p-1,3-glucanase and chitinase) and spores of Beauveria bassiana. The
use of agro-industrial products and residues was approached, showing the ability to stimulate
the production of enzymes and spores. The most suitable medium for combined production
was composed of rice bran (35 g.L-1), sucrose (50 g.L-1) and soybean bran (5 g.L-1), in
addition to the essential minerals for growth. In order to obtain a higher production of
enzymes, the application of Ultrasound (US) during the fermentation process was studied,
since this technology has been increasingly used to stimulate bioprocesses. Different moments
of application of US in the culture, different sonication times, as well as different application
powers and work cycles were studied. In addition, multiple US treatments were tested. The
best condition among those tested resulted in increases of 51% in the production of B-1,3-
glucanase and 60% in the chitinase, with the application being carried out at 24 hours of
cultivation with a power of 195 W, for 5 min and working cycle 0.5 s.s™. In order to identify
possible mechanisms of action of the US on microbial biomass, SEM analyzes were
performed comparing biomasses from the control culture - without sonication - with sonicated
biomass in the best condition found for the application of the US. The photographs obtained
allowed to identify structural differences in sonicated and non-sonicated biomass. The US was
able to increase the formation of pores in the sonicated biomass, thus influencing the
exchange of nutrients and products between cell and culture medium, favoring greater
production and enzymatic secretion. Experiments evaluating the influence of US on nitrogen
secretion by lyophilized microbial biomass were also conducted. The stimulus generated by
sonication in the release of total nitrogen by biomass (47% compared to the content prior to
sonication) was noticeable, in addition to an increase of 21% and 60% in the enzymatic
activities of B-1,3-glucanase and chitinase, respectively, right after the application of the US.
The application of US during the cultivation of Beauveria bassiana proved to be a very
interesting option to increase the production and/or secretion of hydrolytic enzymes such as f3-
1,3-glucanase and chitinase, thus reducing the culture time.

Keywords: Submerged fermentation. Chitinase. B-1,3-glucanase. Process intensification.
Ultrasound stimulation.
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1 INTRODUCAO

Beauveria bassiana ¢ um fungo entomopatogénico amplamente utilizado na
formulacdo de biopesticidas de primeira geracdo (produtos baseados em células vivas e/ou
esporos). E aplicado contra patdgenos de plantas, como insetos, fungos e nematoides, sendo
uma alternativa potente aos pesticidas quimicos (SARANRAJ; JAYAPARAKASH, 2017). E
um dos entomopatogenos fuangicos mais estudados e utilizados em todo o mundo
(MASCARIN; JARONSKI, 2016). O processo infeccioso ocorre diretamente atraves da
cuticula do hospedeiro, devido a pressdo mecénica aliada a secrecdo de enzimas hidroliticas
(FENG; POPRAWSKI; KHACHATOURIANS, 1994).

A capacidade do fungo Beauveria bassiana de produzir enzimas hidroliticas em meio
nutritivo € conhecida ha muitos anos, bem como o papel dessas enzimas no processo
infeccioso (SAMSINAKOVA; MISIKOVA; LEOPOLD, 1971). Quitinases e p-1,3-
glucanases estdo entre as principais enzimas secretadas por fungos entomopatogénicos
durante o processo de infeccdo. Essas enzimas atuam de forma sinérgica com outras, como
glucanases e proteinases, ambas envolvidas na degradacdo da cuticula de insetos e parede
celular de fungos durante os processos infecciosos (PEREIRA et al., 2007). Quitinases e f3-
1,3-glucanases sdo capazes de degradar membranas peritroficas de insetos e paredes celulares
de fungos, respectivamente, causando perda de fluido celular e, consequentemente, morte por
desidratacdo (BISHOP; DEAN; MITCHELL-OLDS, 2000).

Alguns estudos demonstraram a eficacia de enzimas degradadoras de parede celular no
controle de insetos (BERINI et al.,, 2018; DI MARO et al., 2010; LIU et al., 2010;
SUBBANNA et al., 2018) e fungos (BERINI et al., 2018; BLAUTH DE LIMA et al., 2017;
DENG et al., 2018; DI MARO et al., 2010; GHASEMI et al., 2011; LIU et al., 2010; SOUSA
et al., 2019; SUBBANNA et al., 2018). Essas enzimas sao consideradas biopesticidas de
segunda geracédo, que sdo uma categoria de produtos microbianos que compreende compostos
de ocorréncia natural excretados por microrganismos ou seus analogos sintéticos, e
apresentam-se como um campo de pesquisa interessante (SUBBANNA et al., 2018).

Apesar do uso potencial das enzimas quitinase e [3-1,3-glucanase como biopesticidas,
pouco progresso foi observado no desenvolvimento de produtos. No Brasil, atualmente, ndo
existe produto a base de enzimas registrado para controle de doencas e pragas na agricultura.
Uma razdo para isso é a dificuldade em encontrar quitinases e -1,3 glucanases comerciais a
um preco competitivo, como é o caso de outras enzimas como lipases, proteases e amilases. O

alto prego das quitinases ¢ das B-1,3 glucanases esta associado a baixa producdo, mesmo com
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0 uso de microrganismos recombinantes (STOYKOV; PAVLOV; KRASTANOV, 2015). As
vérias etapas de purificacdo também contribuem para aumentar o preco de venda dessas
enzimas (SENA et al., 2011).

Uma estratégia que tem sido usada com sucesso para intensificar processos de
extracdo de compostos bioativos, estimulo de producdo destes compostos e reacOes
enziméticas em geral é a tecnologia de ultrassom (US). Esta tecnologia pode ser utilizada
como um método para melhorar o desempenho de processos envolvendo organismos Vvivos
(CHISTI, 2003). O principio primario da tecnologia de US é a conversdo de energia elétrica
em vibracdo fisica. O efeito sobre 0 meio aplicado é devido a um fendmeno cavitacional que
libera grandes quantidades de energia localmente (AVHAD; RATHOD, 2014; PAWAR;
RATHOD, 2018). Os tratamentos com US podem ser aplicados para aumentar o rendimento
de produtos e a extracdo de componentes especificos (LUO; FANG; SMITH, 2014; PAWAR,;
RATHOD, 2018).

Quando aplicados de forma intermitente e de curta duragdo, o US pode aumentar a
produtividade de processos bioldgicos (CHISTI, 2003). Os fatores responsaveis por essa
melhoria na produtividade ndo sdo muito claros, embora as transferéncias de massa gas-
liquido e liquido-sélido possam ter um papel importante (HERRAN et al., 2008). Alguns
mecanismos de acdo sugeridos para o US sdo: aumento da permeabilidade da membrana
celular, aumento da solubilidade de compostos pouco soltveis e melhoria da transferéncia de
massa de através da parede celular (KWIATKOWSKA et al., 2011). Quando o transporte de
nutrientes através da parede celular é melhorado, a producdo de metabodlitos também é
favorecida (SUN; MA; WANG, 2017).

Embora o uso de US esteja bem estabelecido para reacdes enzimaticas (LI et al., 2019;
PATIL; JOSHI; GOGATE, 2019; PELLIS et al., 2016; SOUZA et al., 2013; WU et al., 2017;
XIAO et al., 2005; YU; YANG, 2019), ainda ha pouco progresso em relacdo ao seu uso em
processos de fermentacdo como estratégia para aumentar a liberacdo de enzimas
extracelulares no meio (AVHAD; RATHOD, 2014, 2015; PAWAR; RATHOD, 2018;
VARGAS et al., 2004; WANG et al., 2013), especialmente para quitinase e -1,3-glucanase.
Com base nesses aspectos, este trabalho traz uma forma eficiente de produgédo destas enzimas
e avalia os efeitos do estimulo com US na producdo e/ou secre¢do de quitinase e f-1,3-

glucanase de Beauveria bassiana cultivado em meio liquido.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial do fungo Beauveria bassiana
(IBCB 66) na producdo de enzimas hidroliticas, como B-1,3-glucanase e quitinase, em cultivo

submerso utilizando ultrassom como tecnologia associada ao processo fermentativo.

2.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar o uso de diferentes fontes de suplementacdo ao meio de cultivo (farelo de
arroz, farelo de soja e residuo de malte) na producdo das enzimas B-1,3-glucanase e
quitinase e esporos do fungo Beauveria bassiana em fermentacdo submersa;

e Realizar um estudo cinético da producédo das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase;

e Avaliar o impacto da aplicacdo de US na producdo de B-1,3-glucanase e quitinase e

investigar possiveis formas de acdo da sonicacdo na biomassa;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTROLE BIOLOGICO

A tilizagdo de compostos quimicos organoclorados e organofosforados como
pesticidas gera enormes prejuizos para 0 meio ambiente e para a saide humana, além do
crescente aumento de espécies de insetos resistentes a estes compostos (PEREIRA;
MARTINS, 2016). Pesticidas quimicos vém sendo utilizados h4 muitos anos para combater
pragas na agricultura, no entanto, sdo considerados mundialmente prejudiciais ao meio
ambiente, além de terem efeitos maléficos sobre seres vivos e contaminarem solos e aguas
(LENGAI; MUTHOMI, 2018). Outro aspecto que merece atencao € a perda de eficiéncia de
alguns destes pesticidas, visto que certas espécies de pragas acabam adquirindo resisténcia a
estes compostos (HUSSAIN et al., 2012; MAZID, 2011; PEREIRA; MARTINS, 2016). E
neste contexto que surge a necessidade de utilizacdo de uma alternativa ambientalmente
correta para este controle, como o uso de biopesticidas para combate de pragas.

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USA, 2019),
biopesticidas sdo tipos de pesticidas oriundos da natureza, podendo ser de origem animal,
vegetal ou microbiana. Por agentes microbiolégicos de controle entende-se, de acordo com a
Instrucdo Normativa Conjunta N° 3 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento,
de 10 de marco de 2006, organismos vivos de ocorréncia natural ou que sofreram alguma
adicdo natural de material hereditario, exceto os organismos submetidos a técnicas de
modificacdo genética (BRASIL, 2019a). Agentes de controle bioldgico de origem microbiana
podem ser fungos, bactérias, nematoides, virus ou protozoarios. Biopesticidas microbianos
incluem as espécies de bactérias Pseudomonas, Bacillus, Xanthomonas, Rhanella e Serratia e
fungos como Trichoderma, Verticillium e espécies dos géneros Beauveria e Metarhizium
(KACHHAWA, 2017; LENGAI; MUTHOMI, 2018)

A utilizacdo de biopesticidas apresenta-se como uma alternativa eficiente e
ecologicamente correta, quando comparada aos pesticidas convencionas, ja que faz uso de
inimigos naturais para o combate de pragas na agricultura (MAZID, 2011). O combate de
populagbes por inimigos naturais (patdgenos) proporciona beneficios ambientais e
econbmicos sem as consequéncias negativas resultantes do uso de pesticidas quimicos
(BIANCHI; BOOIJ; TSCHARNTKE, 2006; LENGAI; MUTHOMI, 2018).

Entre as inlmeras vantagens da utilizagdo de patdgenos para o combate de pragas esta

a eficiéncia deste método, além da competitividade com outras formas de controle, pois
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causam pequeno ou até mesmo nenhum dano em organismos que ndo apresentam risco para a
agricultura, ja que existe uma relagdo especifica entre patdgeno e hospedeiro (LI et al., 2009).
Além das vantagens ja citadas, a ocorréncia natural desses patdgenos faz com que ndo causem
poluicdo no meio ambiente, somando ao fato de pragas ndo conseguirem desenvolver
resisténcia a este tipo de controle (JAQUES, 1983; MOAZAMI, 2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (BRASIL,
2019b), o mercado de produtos bioldgicos cresceu mais de 70% no ano de 2018, quando
comparado com o ano anterior. Em termos globais, o setor apresentou crescimento de 17%.
Uma estimativa realizada pela consultoria Dunham Trimmer - International Bio Intelligence
mostra que o setor de bioldgicos faturara US$ 5 bilhGes em 2020, podendo chegar a US$ 11
bilhGes em 2025 (BRASIL, 2019b). A Figura 1 mostra em resumo 0s biopesticidas
microbianos registrados no Brasil até metade do ano de 2019, segundo consulta no site do

Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios brasileiro (Agrofit).

Figura 1 — Resumo dos biopesticidas de origem microbiana registrados no Brasil
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Fonte: Brasil, 2019c.

Entre os microrganismos utilizados no controle biolégico, os fungos constituem o
maior grupo com espécies entomopatogénicas (HUSSAIN et al., 2012). Além disso, sdo 0s
melhores candidatos para combate de pragas, pois sua infecgdo ocorre diretamente atraves do
tegumento corporal do inseto (MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011). Entre os principais
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exemplares de fungos utilizados para combate de pragas estdo os dos géneros Metarhizium,
Beauveria e Trichoderma (KACHHAWA, 2017).

3.2 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E SUAS APLICACOES NO CONTROLE
BIOLOGICO

O termo entomopatogénico € usualmente empregado para descrever fungos
filamentosos capazes de penetrar em insetos hospedeiros diretamente através da cuticula e
causar doencas que levam estes insetos a morte (MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011). Estes
fungos possuem um amplo espectro de acdo, sendo capazes de colonizar varias espécies de
insetos e é&caros, além de causar, com frequéncia, epizootias em condi¢des naturais
(MASCARIN; JARONSKI, 2016). A Figura 2 apresenta o ataque de diferentes fungos
entomopatogénicos em pragas.

Figura 2 — Diferentes fungos entomopatogénicos colonizando diferentes tipos de pragas: (A)
Aschersonia sp. em Bemisia tabaci, (B) Lecanicillium longisporum em Orthezia
praelonga, (C) Isaria fumosorosea em B. tabaci, (D) Metarhizium anisopliae em
Mahanarva fimbriolata, (E) Lecanicillium em Coccus viridis, (F) Beauveria
bassiana em Sphenophorus levis, (G) B. bassiana em Hypothenemus hampei, (H)
B. bassiana em Anastrepha sp.

Fonte: Mascarin e Pauli (2010).

O potencial de aplicacdo de fungos patogénicos para o controle de insetos praga €
reconhecido desde o final do século X1X, quando Metarhizium anisopliae foi testado contra o
besouro Anisoplia austriaca e o curculionideo Cleonus punctiventris (MOAZAMI, 2017).

Atualmente, diversos exemplares de fungos tém sido estudados e aplicados no controle de
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pragas, como exemplo, Beauveria bassiana, Mertarhizium anisopliae, Verticillium lecanii,
Isaria fumosorosea, Beauveria brongniartii e Metarhizium brunneum (MASCARIN, 2015;
MOAZAMI, 2017). No Brasil, mais de 50% dos pesticidas de origem microbiana registrados
(Figura 1) sdo baseados em fungos da ordem Hypocreales, a qual pertence a maioria dos
fungos entomopatogénicos conhecidos (MASCARIN et al., 2018).

O ciclo de infeccdo, em termos gerais, inicia com a aderéncia de um esporo fangico
(unidade de reproducdo assexuada) na cuticula do hospedeiro e sua posterior germinacao,
qguando as condicbes se mostrarem favoraveis (Figura 3). O tubo de germinacdo do esporo
penetra a cuticula através de uma combinacdo de forcas mecénicas e agdo enzimatica,
atingindo, desta forma, a cavidade corpdrea do hospedeiro. A acdo de enzimas degradadoras
de cuticula como lipases, quitinases, proteases e glucanases provou-se ser influente no
processo de infeccdo de varios fungos (CHARNLEY, 1984; DEAN; DOMNAS, 1983;
HUSSAIN et al., 2010; MAZID, 2011; SAMSINAKOVA; MISIKOVA; LEOPOLD, 1971).

Figura 3 — Processo de infeccdo de um esporo de um fungo entomopatogénico na cuticula de
um hospedeiro
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Fonte: Hajek e St. Leger (1994).

Uma vez dentro do corpo do hospedeiro, o fungo inicia o processo de propagacdo na
forma de hifas, infestando os tecidos. Como resultado, 0s nutrientes presentes nos tecidos sao
consumidos, levando o hospedeiro a morte. Além disso, o fungo pode secretar toxinas capazes

de paralisar o corpo do hospedeiro, resultando, também, em morte (MOORE; ROBSON;
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TRINCI, 2011). Apds a morte, a cuticula do inseto rompe e o fungo se alastra por toda a
superficie corporal deste, crescendo de forma saprofitica, formando micélios que ddo origem
a esporos infecciosos, capazes de serem transportados por manifestagdes climaticas e
infectarem novos hospedeiros (CASTRILLO; ROBERTS; VANDENBERG, 2005).

Apesar de todas as vantagens apresentadas pelos biopesticidas de origem microbiana,
eles apresentam uma desvantagem que pode causar reducdo de sua eficiéncia no controle de
pragas. A presenca de microrganismo nativos nos locais de aplicacdo pode gerar dificuldades
de acdo do biopesticida. Além disso, condic¢des climaticas também interferem no sucesso de
uma aplicagdo. Umidade, temperatura, vento, radiagdo ultravioleta, solo, entre outros fatores
influenciam diretamente na acdo do biopesticida (BERINI et al., 2018; PARNELL et al.,
2016).

A aplicacdo de metabdlitos secundarios e produtos - como enzimas hidroliticas -
produzidos por fungos entomopatogénicos apresenta-se como estratégia interessante para
contornar problemas enfrentados pelos biopesticidas no campo. Enzimas fangicas como
proteases, quitinases e B-glucanases possuem potencial biotecnoldgico para desenvolvimento
de novas ferramentas para controle de pestes e patdgenos (PEREIRA et al., 2007). A
formulagdo de coquetéis de enzimas e metabdlitos secundérios traz mais flexibilidade para os
processos de aplicacdo e armazenamento do que a manipulacdo de microrganismos Vvivos
(BERINI et al., 2018). A possibilidade de adaptar as concentracdes de cada ingrediente ativo
na formulagdo é outra grande vantagem da utilizacdo de enzimas hidroliticas e demais
metabolitos em aplicacOes de controle biologico (BERINI et al., 2018).

Diversos estudos tém mostrado possibilidades de aplicacdo de enzimas produzidas por
fungos entomopatogénicos no controle biologico. Mauch et al. (1988) testaram caldos
enzimaticos contendo quitinases e p-1,3-glucanases obtidos de vagens de ervilhas infectadas
com Fusarium solani f.sp. phaseoli na inibicdo de fungos fitopatogénicos, como F.
oxysporum f.sp. lycopersici; M. fructigena; T. basicola; A. solani; A. bombacina e A. niger,
obtendo bons resultados para a combinagéo das duas enzimas. Khan et al. (2004) estudaram a
aplicacdo de quitinases e proteases de Paecilomyces lilacinus contra ovos do nematoide
patogeno de plantas Meloidogyne javanica, obtendo destruicdo dos ovos pela acdo das
enzimas, demonstrando potencial de utilizagdo de caldos enzimaticos no controle de
nematoides. Quitinases purificadas e extrato bruto de Gliocladium catenulatum inibiram o
crescimento de hifas e germinacdo de conidios de fungos patogénicos de plantas, como
Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium graminicola (MA et al., 2012),

sendo os melhores resultados obtidos quando o extrato bruto foi aplicado. Binod et al. (2007)
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verificaram que o caldo fermentativo contendo quitinases do fungo Trichoderma harzianum
afetou negativamente o crescimento e metamorfose de larvas de Helicoverpa armigera,
importante praga da cultura do algoddo. Kim e Je (2010) e Kim et al. (2011) purificaram
quitinases do meio de cultura do fungo Beauveria bassiana e aplicaram contra pulgdes de
algodéo, verificando alta atividade inseticida.

Vidhate et al. (2015) testaram a aplicagdo de enzimas degradadoras de cuticulas e
micoliticas (quitinases, proteases, lipases, B-1,3-glucanases e celulases) produzidas por
Myrothecium verrucaria juntamente com conidios de Metarhizium anisopliae no controle de
cochonilhas da cultura de uva (Maconellicoccus hirsutus), obtendo em torno de 80% de morte
da praga, valor este equivalente ao obtido por tratamentos com pesticidas quimicos. Em um
estudo similar, Thongkaewyuan e Chairin (2018) utilizaram uma combinacdo de esporos de
Metarhizium guizhouense e seu caldo enzimatico contendo atividade proteolitica no controle
do nematoide Meloidogyne incognita, inibindo a eclosdo de ovos em 24h e atingindo
mortalidade de 100% dos juvenis em 48 h.

3.2.1 O fungo Beauveria bassiana e sua aplicacdo no Controle Bioldgico

Segundo Zimmermann (2007), o fungo Beauveria bassiana foi descrito pela primeira
vez ha mais de 180 anos, sendo considerado, desde entdo, como potencial para controle de
pragas. Em 1835, o italiano Agostino Bassi identificou uma doenca em bichos-da-seda e a
chamou de Muscardina branca. Anos mais tarde, em torno de 1912 o nome Beauveria
bassiana foi criado em sua homenagem (ZIMMERMANN, 2007).

B. bassiana é um fungo ascomiceto pertencente & ordem dos Hypocreales. E
comumente encontrado na natureza, tanto em plantas quanto no solo. Atua como
entomopatogeno, sendo largamente utilizado em técnicas de controle biol6gico (SARANRAJ;
JAYAPARAKASH, 2017). Apesar do conhecimento de uma forma de reproducdo sexuada
(LI et al., 2001), o fungo é majoritariamente disseminado pela liberagdo de estruturas de
reproducdo assexuada, denominadas conidios (AKDI et al., 2009). A Figura 4 apresenta uma

foto do fungo crescido em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA).
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Figura 4 — Fungo Beauveria bassiana (IBCB 66) em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Fonte: Autora.

B. bassiana é conhecido como patogeno de insetos. E utilizado como micoinseticida
para controle de diversos insetos-praga, apresentando-se como alternativa ao uso de pesticidas
quimicos sintéticos (HAJEK; WRAIGHT; VANDENBERG, 2001). E um dos fungos
entomopatogénicos mais estudados, sendo conhecidos mais de 1.000 isolados de diferentes
partes do mundo (MASCARIN; JARONSKI, 2016; REHNER et al., 2011). Dentre os
principais tipos de artrépodes atacados estdo 0s coledpteros (joaninhas, besouros),
lepidopteros (borboletas, mariposas) e hemipteros (cigarras, percevejos) (LI et al., 2001).

O modo de infeccdo de B. bassiana, assim como da maioria dos fungos
entomopatogénicos, é pelo contato e germinacdo do esporo na superficie corporal do
hospedeiro (HAJEK; ST. LEGER, 1994). Este fungo é capaz de infectar mais de 300 espécies
de artropodes, incluindo importantes pragas para agricultura e pecuaria (ALVES, 1998). Além
da acdo mecénica dos propagulos do fungo, uma infecgdo bem-sucedida depende da atuagéo
de enzimas capazes de degradar as proteinas presentes no tegumento do inseto (FENG;
POPRAWSKI; KHACHATOURIANS, 1994).

Beauveria bassiana possui capacidade de produzir diferentes tipos de metabdlitos
secundarios, principalmente toxinas e enzimas hidroliticas. Entre os compostos produzidos,
um grande grupo é formado por organicos volateis, como alcaloides (tenelina, bassianina,
pyridovericina, pyridomacrodilina), pigmentos (oosporeina), peptideos nao-ribossémicos
(beauvericina, bassianolide) e ciclopeptideos (beauveriolides) (PATOCKA, 2016). A
producdo de enzimas esta diretamente relacionada com a patogenicidade do fungo, uma vez
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que estes metabolitos auxiliam no processo de infestacdo e desenvolvimento uma vez dentro
do hospedeiro (KACHHAWA, 2017). Além da capacidade de atuar diretamente contra insetos
praga, Beauveria bassiana também tem sido estudada e aplicada como endéfito em plantas, o
que pode vir a colaborar de forma positiva contra o ataque das pragas, aumentando, desta
forma, a resisténcia da planta (KASAMBALA DONGA; VEGA; KLINGEN, 2018).

3.3 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

A capacidade do fungo Beauveria bassiana de produzir enzimas hidroliticas em meios
nutritivos é conhecida hd muitos anos, bem como a atuacdo destas enzimas no processo
infeccioso (SAMSINAKOVA; MISIKOVA; LEOPOLD, 1971). Dentre as principais enzimas
envolvidas na penetracdo do fungo no hospedeiro estdo as proteases, quitinases e lipases
(MANCILLAS-PAREDES et al., 2019). Além das enzimas ja citadas, as B-1,3-glucanases,
também produzidas por Beauveria bassiana, tém papel importante na degradacdo de paredes

celulares fungicas de alguns fitopatogenos (ESPINOZA et al., 2016).

3.3.1 Quitinases

A quitina é o segundo biopolimero mais abundante da Terra (THADATHIL et al.,
2014). E o principal componente de exoesqueletos e tecidos conectivos de artrépodes e
paredes celulares fungicas, sendo também encontrada em alguns organismos marinhos
(KARTHIK et al., 2014). As quitinases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da quitina, a
qual é formada por ligagdes B-1,4-glicosidicas (ligagdes B-1,4 de N-acetilglucosamina)
(Figura 5) e sdo insoluveis em &gua (BERINI et al., 2018). A clivagem enzimética causada
pelas quitinases normalmente ocorre randomicamente na cadeia da quitina, formando
produtos solliveis e de baixa massa molecular, sendo estes multimeros de N-
acetilglucosamina: quitotetraose, quitotriose e quitobiose (BINOD et al., 2007). Dependendo
do modo de agdo das quitinases elas podem ser classificadas como Endoquitinases ou
Quitodextrinases (EC 3:2:1:14) e Exoquitinases ou N-acetil-p-glucosaminidase (EC 3.2.1.52).
Estes dois tipos de quitinases atuam de forma sinérgica e consecutiva (THADATHIL et al.,
2014).
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Figura 5 — Modo de ac¢éo de uma quitinase
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Fonte: Fleuri e Sato (2005).

Quitinases sdo produzidas por diversos grupos de microrganismos incluindo bactérias
e fungos. Suas aplica¢bes variam com o microrganismo produtor (THADATHIL et al., 2014).
A melhoria da producdo de quitinases fungicas extracelulares tem recebido maior atencdo nos
ultimos anos devido as suas relevantes aplicacdes (BERINI et al., 2018). Estas enzimas
possuem importantes papéis no controle bioldgico de pragas e doengas, na alimentacdo,
medicina e manejo de residuos (KUMAR et al., 2012).

3.3.2 B-1,3-glucanases

As B-1,3-glucanases sdo enzimas capazes de hidrolisar B-1,3-glucanas (Figura 6),
polimero presente na parede celular de fungos e em algumas células de plantas. Por este fato,
as B-1,3-glucanases sdo conhecidas como exemplares de enzimas liticas, capazes de causarem
a lise de paredes celulares fangicas (FLEURI; SATO, 2005; PEREIRA; MARTINS, 2016).
As B-1,3-glucanases estdo distribuidas entre fungos e leveduras, apresentando importantes
papéis fisioldégicos em processos de diferenciacdo de parede celular (Giese et al., 2011). De
acordo com o0 modo de acdo, as B-1,3-glucanases podem ser classificadas como endo-
glucanases (EC 3.2.1.39) ou exo-glucanases (EC 3.2.1.58) (Viterbo et al., 2004; Pereira et al.,
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2007). As endo-glucanases sdo capazes de clivar aleatoriamente liga¢Ges internas do polimero
de glucana, liberando pequenos oligosacarideos. Ja as exo-glucanases hidrolisam as
extremidades ndo redutoras do polimero de glucana, liberando glicose como produto (Pitson,
1993). B-1,3-glucanases também sdo sintetizadas por plantas em resposta a infeccdo causada

por fungos (Brandazza et al., 2004).

Figura 6 — Hidrolise de uma B-1,3-glucana por uma B-1,3-glucanase
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Fonte: Fleuri e Sato (2005).

3.4 INTENSIFICACAO DE BIOPROCESSOS POR ULTRASSOM

Ultrassom (US) é um tipo de onda sonora cuja frequéncia é maior que 20 kHz, o que
esta acima do limite humano de audicdo (DAHROUD et al., 2016). E uma tecnologia que
vem sendo cada vez mais usada para diversos propositos, como por exemplo, diagndsticos por
imagem, processos sonoquimicos, limpeza ultrassbnica de superficies, processamento de
alimentos e estimulo de bioprocessos (CHISTI, 2003; ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE,
2009). US é considerado uma tecnologia verde devido a sua alta eficiéncia, baixa necessidade
de instrumentacdo e reducdo significativa de tempo de processo quando comparado a técnicas
convencionais (RICO-RODRIGUEZ et al., 2018; ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009).

US pode ser classificado de acordo com o nivel de frequéncia em: (i) US de alta
frequéncia e baixa energia (2 — 10 MHz), o qual é usado em aplicacdes médicas e analises
quimicas e (i) US de baixa frequéncia e alta energia (20 — 100 kHz), que pode ser utilizado
em processos de limpeza e aplicagfes sonoquimicas.(ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE,

2009). US de baixa frequéncia (ou alta energia) induz a ocorréncia do fenémeno chamado



26

cavitacdo, a formacdo de radicais livres, além de outros efeitos mecénicos e quimicos
(CHISTI, 2003). A cavitacdo estd relacionada com a conversdo de energia elétrica em
vibracdo fisica, o que diretamente influencia 0 meio no qual o US estd sendo aplicado,
liberando alta quantidade de energia neste meio (NAVEENA; ARMSHAW; PEMBROKE,
2015). Durante a cavitagdo, microbolhas se formam em diferentes sitios de nucleacdo dentro
do fluido e crescem durante a fase de rarefacdo da onda sonora. Quando a onda atinge a fase
de descompressdo, estas bolhas colapsam e implodem, liberando uma violenta onda de
choque que se propaga através do meio (CHISTI, 2003).

A aplicacdo de US pode ocorrer de duas formas, isto €, diretamente ou indiretamente.
No caso de aplicacdo direta, o transdutor estd em contato direto com o meio de reacéo,
enguanto que na aplicacdo indireta o transdutor ndo transfere a onda diretamente ao meio,
tendo esta que percorrer um primeiro meio (agua ou até mesmo a parede do reator) antes de
atingir a amostra ou meio de reacdo (SANCHETI; GOGATE, 2017). Banhos ultrassonicos
costumam ser utilizados como configuragdo de aplicacdo indireta de US, uma vez que 0s
transdutores estdo fixados na parede ou no fundo do banho (SANCHETI; GOGATE, 2017).
Neste caso a amostra € colocada em um recipiente e este imerso no banho preenchido com
agua. Biorreatores com configuracdo de sonicacdo indireta e direta (Sonobiorreatores) ja
foram descritos por alguns autores (CHISTI, 2003; SANCHETI; GOGATE, 2017). A
aplicacdo de US direta é feita através da utilizagdo de sondas, os chamados sonotrodos. Nesta
configuracdo, o sonotrodo € imerso no meio reacional e a sonicacdo aplicada através da ponta
deste. O formato e a area superficial da ponta do sonotrodo podem modificar a atividade
cavitacional e a quantidade de energia transferida ao meio (SANCHETI; GOGATE, 2017). A
Figura 7 traz representacdes de sono biorreatores com aplicacdo direta e indireta de US.
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Figura 7 — Sonobiorreatores com diferentes configuragdes para aplicacdo de US. (a) Uso de
sonotrodo para aplicacdo direta de US. (b) Sonobiorreator com transdutor
acoplado para sonicacdo direta. (c) Biorreator imerso em banho ultrassonico para
sonicacao indireta

Ultrasound (b} (c) Ultrasonic

a
(a) horn bath

Ultrasound Membrane
transducer plate

Fonte: Adaptado de Chisti (2003).

O US vem sendo utilizado h&a anos em diferentes aplicacBes biotecnoldgicas
(ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009). Ele pode ser utilizado com o proposito de
extracdo de compostos intracelulares, uma vez que pode promover o rompimento das células
microbianas ou até mesmo a permeabilizacdo da parede celular (NAVEENA; ARMSHAW;
PEMBROKE, 2015). Também pode ser aplicado na producgdo de biocombustiveis, acelerando
0 processo de transesterificacdo durante a producdo de biodiesel (KALVA; SIVASANKAR,;
MOHOLKAR, 2009). O uso de US também mostrou influenciar a cinética e tempo de reacdo
de reacdes de esterificacio (DESHMANE; GOGATE; PANDIT, 2008). Durante reacdes
enzimaticas, esta tecnologia mostrou a capacidade de aumentar a atividade da enzima em uso,
reduzindo, desta forma, o tempo total do processo (SOUZA et al., 2013). US também pode ser
utilizado para aumentar a produtividade de alguns processos fermentativos, como ja mostrado
por alguns autores (SUN; MA; WANG, 2017; TIZAZU; ROY; MOHOLKAR, 2018; YAO et
al., 2014). Além do ja citado, o uso de US pode alterar a morfologia e producdo metabdlica de
fungos filamentosos (HERRAN et al., 2008).

Os fatores responsaveis por estes resultados obtidos da aplicacdo de US em
bioprocessos ainda ndo sdo muito claros, embora a transferéncia de massa gas-liquido e
liquido-sdlido aprimorada possa ter um papel importante (HERRAN et al., 2008). Alguns
mecanismos de acdo sugeridos para o US sdo: aumento da permeabilidade da membrana
celular, aumento da solubilidade de compostos pouco sollveis e melhoria da transferéncia de
massa de através da parede celular (KWIATKOWSKA et al., 2011). Quando o transporte de
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nutrientes através da parede celular é melhorado, a producdo de metabo6litos também é
favorecida (SUN; MA; WANG, 2017).

3.4.1 Efeito do Ultrassom em enzimas

A crescente importancia que as enzimas vém tendo nos mais diversos processos
industriais tem instigado a busca por formas mais rentaveis de producdo destes
biocatalisadores (ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009). Alguns trabalhos mostram
aplicacdo de US a fim de estimular a produgéo de enzimas microbianas (AVHAD; RATHOD,
2014, 2015; PAWAR; RATHOD, 2018; WANG et al., 2013). De acordo com Hoshino,
Kawasaki e Okahata (2006), a sonicacdo pode perturbar ciclos e regides de dominio das
enzimas, afetando, desta forma, sua atividade. Esta alteracdo ocorre devido a perturbacdo
dindmica causada pela onda sonora (HOSHINO; KAWASAKI; OKAHATA, 2006). A
tolerancia das enzimas ao US pode depender da localizacéo destas dentro da célula onde sdo
produzidas e do seu peso molecular (ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009).

Apesar dos estudos ja existentes, pouco se sabe a respeito do real efeito do US sobre
as enzimas, uma vez que resultados contraditorios de ativacao e desativacdo de enzimas foram
obtidos em diferentes trabalhos citados por Rokhina, Lens e Virkutyte (2009). Nos casos de
desativacao, algumas explicacdes sdo: a rapida formacdo e colapso das bolhas de cavitacdo
pode causar inativacdo parcial ou total da atividade enzimética (SHIFERAW TEREFE;
BUCKOW,; VERSTEEG, 2015). Além disso, os radicais livres formados através da sonolise
da &gua podem reagir com os aminoacidos da estrutura enzimatica e afetar sua atividade e
funcdo catalitica (BARTERI et al., 2004; SHIFERAW TEREFE; BUCKOW; VERSTEEG,
2015). Contrariamente, em certos casos 0 US pode aumentar a atividade de uma certa enzima,
dependendo dos parametros (intensidade, tempo de processo, etc.) aplicados (SOUZA et al.,
2013). Vérios trabalhos trazem o aumento da producdo enzimatica obtido com a aplicacdo de
US durante a fermentagdo, tanto de forma direta quanto indireta (Tabela 1).



Tabela 1 — Trabalhos da literatura aplicando US na producéo de enzimas
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Parametros do US

. . Poténcia  Frequéncia Ciclo  Atividade controle Alividade .
Enzima Modo de aplicagdo Tempo tratamento Referéncia
(W) (kHz) (%) (sem US)
(com US)
Invertase Direto Abaé'l’éo de 20 8 min 100 84,05 U 179,17 U Vargas et al., 2004
Lacase Indireto 120 40 5 min 50 527,16 UmL®  5889UmL?  Wangetal, 2013
12h de intervalo

Protease Indireto 160 25 5 min 20 110 U.mL? 201 U.mL?  Avhad e Rathod, 2014
Uricase e . . 0,434 U.mL™? 0,825 U.mL™*

Protease Indireto 60 25 15 min 40 0,308 U.mL" 0.646 U.mL" Pawar e Rathod, 2018
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Apesar de o processo de estimulo de atividade enzimatica pelo US ainda ndo ser bem
entendido, um aumento na taxa de transferéncia de massa dos reagentes para os sitios ativos
da enzima parece ser um fator importante (GALVAN-D’ALESSANDRO; CARCIOCHI,
2018). Pelo previamente exposto, percebe-se que o efeito do US € especifico para cada
enzima, sendo a ativagdo ou desativacdo enzimética dependente dos parametros utilizados
para a aplicagdo do US, como, por exemplo, a poténcia, duracdo do processo, temperatura,
pressdo, entre outras variaveis do meio.

Desta forma, a investigacdo dos efeitos da sonicacdo sobre a producdo de enzimas
como B-1,3-glucanase e quitinase torna-se importante na busca de obtencdo de maiores
atividades enzimaticas. A obtengdo de caldos com atividades enzimaticas competitivas em
menor tempo de cultivo favorece o desenvolvimento de bioprodutos baseados nestes
compostos. No Brasil, atualmente, ndo existe produto a base de enzimas registrado para
controle de doencas e pragas na agricultura. Uma razédo para isso é a dificuldade em encontrar
quitinases e B-1,3 glucanases comerciais a um prego competitivo, como é o caso de outras
enzimas como lipases, proteases e amilases. O alto preco das quitinases e das [B-1,3
glucanases esta associado a baixa producdo, mesmo com 0O uso de microrganismos
recombinantes (STOYKOV; PAVLOV; KRASTANOV, 2015). As varias etapas de
purificacdo também contribuem para aumentar o preco de venda dessas enzimas (SENA et al.,
2011). Considerando o citado, desenvolver uma metodologia para obten¢do de [-1,3
glucanases e quitinases com atividades enziméaticas competitivas € de suma importancia para
o desenvolvimento de produtos de controle bioldgico. E neste cenario que a intensificacio da

producdo enzimatica estimulada por US torna-se interessante.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo é apresentada a metodologia experimental empregada nos experimentos,
bem como os materiais e reagentes utilizados ao longo do processo. Os experimentos foram
conduzidos nas dependéncias do Laboratério de Bioprocessos do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. A Figura 8 apresenta um
fluxograma resumo dos experimentos realizados.

Figura 8 — Fluxograma dos experimentos realizados

[ Definigdo de meio de cultivo ]

7

| PB12 |=>‘ DCCR ’

N

Meio de cultivo

Inéeulo = ﬂ.

Caldo
fermentativo

Tratamento

com US

Centrifugacédo

a] [ Sobrenadante ] = Ar_1aI|,S(_as = B-1.3-glucanase
Enzimaticas \

Quitinase

[ Biomass

VAN
[W] [ Liberagdo NT ]

PB12: Plackett-Burmann de 12 ensaios; DCCR: Delineamento Composto Central Rotacional; MEV:
Microscopia Eletrnica de Varredura; NT: Nitrogénio Total.

Fonte: Autora.
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4.1 ARMAZENAMENTO E MANUTENCAO DO FUNGO

O microrganismo Beauveria bassiana IBCB 66 foi cedido pelo Instituto Biolégico do
Estado de Séo Paulo e, inicialmente, mantido em placas de Petri com meio Batata-Dextrose-
Agar (BDA). Posteriormente, o microrganismo foi repicado para tubos com meio BDA
inclinado. Os tubos foram armazenados em estufa B.O.D. a 28°C por 10 dias, seguindo para a
geladeira até 0 momento de uso. Todos os materiais e meios de cultura utilizados nesta etapa
de propagacdo do microrganismo foram devidamente esterilizados em autoclave a 120 °C e

1,1 atm por 20 min.

4.2 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do indculo, um tubo contendo o fungo foi transferido para a estufa
B.O.D. a 28 °C por 24h, a fim de reativar o microrganismo. Apos este periodo, 0s esporos do
fungo foram raspados com o auxilio de uma al¢a de platina para um erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio Batata-Dextrose (BD) previamente esterilizado a 120 °C e 1 atm
por 20 min. O caldo obtido foi suplementado com 2 g de dextrose anidra. O conjunto de
esporos e meio BD foi incubado em um agitador orbital (New Brunswick, modelo Innova 44)
por 72h a 28°C e 150 rpm. Todos os materiais utilizados nestas etapas foram esterilizados em

autoclave a 120 °C e 1,1 atm por 20 min.

4.3 INOCULACAO E FERMENTACAO

Apds o crescimento do inoculo, 90 mL de meio de cultura ja esterilizados foram
inoculados com 10 mL de indculo a uma concentragdo de 1.107 esporos.mL™, totalizando
uma concentracdo inicial de 1.10° esporos.mL? no meio de fermentacio. O processo
fermentativo foi conduzido em agitador orbital (New Brunswick, modelo Innova 44) a 28 °C e
150 rpm. O caldo obtido da fermentacdo foi separado da biomassa por centrifugagdo a 4000

rpm por 10 min.
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4.4 PRODUCAO DE B-1,3-GLUCANASE E QUITINASE POR FERMENTACAO
SUBMERSA

O processo escolhido para a producdo das enzimas de interesse foi a fermentacdo
submersa. Foram testadas diferentes fontes de carbono (produtos agroindustriais) para
enriquecer 0 meio de cultivo, além de sacarose. Os experimentos para suplementacdo do meio
sdo descritos a seguir.

O meio de cultivo utilizado foi composto por Ca(NOs)2.4H,0 (2 g.L?), KH.PO4 (2
g.L 1), MgS04.7H.0 (0,5 g.L 1), KCI (0,5 g.L ™) e FeS04.7H20 (0,01 g.L ). Foram realizados
dois planejamentos de experimentos a fim de suplementar o meio de cultivo com diferentes

fontes de carbono.

4.4.1 Planejamento Plackett-Burman

O primeiro planejamento realizado foi do tipo Plackett-Burman com doze ensaios
(PB12) mais trés pontos centrais. O objetivo deste planejamento foi estudar a influéncia de 5
variaveis no processo de producdo de quitinase, B-1,3-glucanase e esporos. As variaveis
estudadas foram: Concentracdo de Sacarose (S), Farelo de Soja (FS), Farelo de Arroz (FA),
Residuo de Malte (M) e pH do meio de cultivo. A matriz do planejamento esta apresentada na
Tabela 2. As respostas analisadas foram atividade enzimética de B-1,3-glucanase e quitinase

(U.mL™) e nimero de esporos por mililitro obtidos ap6s 3 dias de cultivo.
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Tabela 2 — Matriz do Plackett-Burman com variaveis codificadas e reais (entre paréntesis)

Ensaio S (g.L?Y) FS (g.L Y FA (g.L?) M (g.L?) pH
1 1 (30) -1 (0) 1 (10) -1 (0) -1(5,5)
2 1 (30) 1 (10) -1 (0) 1(10) -1 (5,5)
3 -1 (10) 1 (10) 1 (10) -1(0) 1(7,5)
4 1 (30) -1 (0) 1(10) 1(10) -1 (5,5)
5 1 (30) 1 (10) -1(0) 1 (10) 1(7,5)
6 1 (30) 1 (10) 1(10) -1 (0) 1(7,5)
7 -1 (10) 1 (10) 1 (10) 1 (10) -1 (5,5)
8 -1 (10) -1 (0) 1(10) 1(10) 1(7,5)
9 -1 (10) -1(0) -1(0) 1 (10) 1(7,5)
10 1 (30) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1(7,5)
11 -1(10) 1 (10) -1(0) -1(0) -1 (5,5)
12 -1 (10) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (5,5)
13 0 (20) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0(6,5)
14 0 (20) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (6,5)
15 0 (20) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0 (6,5)

S: Sacarose; FS: Farelo de Soja; FA: Farelo de Arroz; M: Residuo de Malte.

4.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

A partir da andlise dos efeitos das varidveis pelo planejamento Plackett-Burman,
optou-se por realizar um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) do tipo 22 a
fim de otimizar o meio de cultivo. Fixou-se a concentracdo de FS em 5 g.L%, pH em 5,5 e
eliminou-se o residuo de malte do processo. As variaveis analisadas foram as concentracfes
de S e de FA. A Tabela 3 mostra a matriz do planejamento DCCR com as variaveis reais e
codificadas. As varidveis resposta novamente foram as atividades enzimaéticas de B-1,3-
glucanase e quitinase (U.mL™) e nimero de esporos por mililitro obtidos apos 3 dias de

cultivo.
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Tabela 3 — Matriz do DCCR com variéveis codificadas e reais (entre paréntesis)

Ensaio S (g.L™?) FA (g.L )

1 -1 (20) -1 (5)
2 1 (50) -1(5)
3 -1 (20) 1(15)
4 1 (50) 1 (15)
5  -141(13,85)  0(10)
6  1,41(56,15)  0(10)
7 0(35)  -1,41(2,95)
8 0(35) 1,41 (17,05)
9 0 (35) 0 (10)
10 0 (35) 0 (10)
11 0 (35) 0 (10)

S: Sacarose; FA: Farelo de Arroz.

ApoOs a andlise das atividades enziméticas e concentracdo de esporos obtidos nos
ensaios do DCCR, realizaram-se experimentos estudando diferentes concentragdes de FA no
meio, mantendo-se fixa a concentracio de S em 50 g.L ™, FS em 5 g.L%, e pH em 5,5. As
concentracdes de FA variaram de 5 a 55 g.L™1. Nesta etapa todos os ensaios foram realizados

em duplicata.

4.5 CINETICA ENZIMATICA

A fim de verificar o tempo ideal de cultivo para obter as melhores atividades
enzimaticas foi realizada uma cinética enzimatica por 72h. A cinética foi realizada com
amostras ndo-destrutivas, com todos os pontos em duplicata. Foram avaliadas as atividades
enziméticas com 8, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 60 e 72h de cultivo. O volume inicial dos
Erlenmeyers foi de 100 mL, sendo retirados 2 mL de amostra em cada amostragem.

4.6 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

4.6.1 Determinacéo da atividade enzimatica da B-1,3-glucanase

A determinacdo da atividade enzimética da B-1,3-glucanase foi realizada de acordo

com a metodologia adaptada de Saeki et al., (1994). Solugdo de Laminarina (Sigma Aldrich,



36

S&o Paulo, Brasil) a 1% (m/v) em tampdo acetato 50 mM, pH 5,0 foi utilizada como substrato
para a determinacdo da atividade enzimatica da B-1,3-glucanase. Para a reacdo, 250 uL de
solucdo de substrato foram misturados 200 uL de tampdo acetato e incubados a 45 °C até
aclimatacdo. A seguir, 50 uL de amostra foram adicionados e a reacéo foi incubada por 30
min, sendo interrompida por imerséo dos tubos em banho de gelo. A quantificacdo da glicose
resultante da reacdo enzimatica foi realizada através do método do &acido dinitrosalicilico
(DNS), segundo Miller (1959), utilizando uma curva de glicose (0 a 1,0 g.L™) como padréo.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 umol de glicose por mililitro de amostra, por minuto de reacao.

Para cada amostra foi realizado um tubo de branco, em que o substrato foi substituido
por tampdo, a fim de identificar a quantidade de acgUcar redutor previamente presente na
amostra. Para cada enzima foi realizado um tubo de branco do substrato, em que a amostra foi
substituida por tampéo acetato, a fim de verificar a presenca ou liberacdo de acucar redutor
pelo substrato utilizado. Para o célculo das atividades enziméticas, as leituras dos brancos

eram descontadas da leitura da amostra.

4.6.2 Determinacao da atividade enzimatica da quitinase

A determinagdo da atividade enzimatica da quitinase foi realizada conforme a
metodologia de Kim, Yang e Kim (2003). A quitina coloidal foi preparada a partir da
dissolucdo de 20 g de quitina de caranguejo em 200 mL de HCI concentrado, sob agitacao por
15 min a 40 °C (KANG; PARK; LEE, 1999). A quitina foi precipitada como suspensao
coloidal com a adicéo lenta de 2 L de &gua gelada. A recuperacdo do produto foi realizada a
partir da filtracdo a vacuo da suspensdo em papel filtro qualitativo. O material obtido foi
lavado com agua destilada até que o filtrado atingisse pH 5,0. A quitina foi submetida a
secagem a 60 °C por 24h e, em seguida, armazenada a 4 °C.

Para a reagdo enzimatica, em tubos falcon de 15 mL, 500 pL de solu¢do 1% de quitina
coloidal em tampdo acetato 50 mM pH 5,0 foram misturados com 400 pL de tampdo acetato e
incubados a 37 °C até aclimatacdo. Em seguida, 100 pL de caldo fermentativo foram
adicionados. A reacdo foi incubada por 30 min e interrompida em banho de gelo. Para a
quantificacdo do teor de acucar redutor liberado na reacdo, uma aliquota de 500 pL foi
retirada do tubo e submetida ao método do DNS (MILLER, 1959) utilizando uma curva de N-

acetilglucosamina (0 a 1,0 g.L!) como padrdo. Uma unidade de atividade enzimética foi
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definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1 umol de N-acetilglucosamina
por mililitro de amostra, por minuto de reacéo.

Para cada amostra foi realizado um tubo de branco, em que o substrato foi substituido
por tampdo, a fim de identificar a quantidade de acucar redutor previamente presente na
amostra. Para cada enzima foi realizado um tubo de branco do substrato, em que a amostra foi
substituida por tampéo acetato, a fim de verificar a presenca ou liberacdo de acucar redutor
pelo substrato utilizado. Para o calculo das atividades enzimaticas, as leituras dos brancos

eram descontadas da leitura da amostra.

4.6.3 Quantificacdo de acucares redutores pelo método DNS

Para a quantificacdo de acucares redutores liberados nas reacGes enzimaticas, seguiu-
se a metodologia proposta por Maldonade, Carvalho e Ferreira (2013). Para tal, 500 uL de
meio reacional foram misturados a 500 pL de reagente DNS e levados a 100 °C por 5 min. A
reacdo foi finalizada por imersdo dos tubos em banho de gelo. A cada tubo foram
acrescentados 8 mL de solucédo 1,51% (m/v) de Tartarato duplo de Sodio e Potassio. Os tubos
foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2600) a 540 nm. Os valores
de absorbéncia foram convertidos em concentragdo de agtcar redutor (g.L™) liberado a partir
de curvas padrio construidas de 0-1,0 g.L! de agucar redutor (glicose ou n-

acetilglucosamina).

4.7 CONTAGEM DE ESPOROS

As contagens dos esporos produzidos foram realizadas em Camara de Neubauer. Para
tal, coletou-se 1 mL de amostra de cada tratamento e a isso adicionaram-se 10 uL de Tween
80 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), sequido de agitacdo em vortex para desprendimento
dos esporos. A amostra foi entdo passada através de uma gaze a fim de retirar as hifas do meio
de contagem. Quando necessario, as amostras foram diluidas com agua destilada estéril para

facilitar a contagem. Os resultados da produco de esporos séo expressos em esporos.mL™.

4.8 APLICACAO DE ULTRASSOM

Para a aplicacdo de US durante as fermentacdes foi utilizado o processador

ultrassénico UP400S (Hielscher Ultrasonics GmbH) com o sonotrodo H22 (Hielscher
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Ultrasonics GmbH), cujo didmetro é de 22 mm. A poténcia maxima fornecida pelo
processador com este sonotrodo em meio aquoso é de 300 W, com frequéncia de
funcionamento de 24 kHz.

A sonicacdo foi realizada dispondo os erlenmeyers de forma equidistante (9 cm) da
sonda ultrassénica em um banho agitado (NewBrunswick, modelo Innova 3100) a 150 rpm
com temperatura controlada e mantida em 28 °C. O banho foi preenchido com 16 L de agua
destilada e a sonda teve 3 cm de sua extremidade submersa. A Figura 9 mostra o aparato

experimental utilizado.

Figura 9 — Aparato experimental utilizado para sonicagao durante a fermentacéo

Fonte: Autora

Optou-se por realizar a estratégia de estudo de uma variavel por vez a fim de
identificar a melhor condi¢do que estimulasse a producdo enzimatica. Foram avaliados
diferentes momentos de aplicagdo de US, poténcias de aplicacdo, além de diferentes tempos e
ciclos de trabalho. O ciclo de trabalho esta relacionado com o tempo ON/OFF em que a
sonicacéo é aplicada. Um ciclo de 0,5 s.s! resulta em um tempo de sonicagéo de 0,5 segundos
a cada segundo e também pode ser expresso como ciclo de 50%.

Apos a sonicagdo, os erlenmeyers foram devolvidos ao shaker e incubados ate 48 h.
Amostras de 2 mL foram retiradas nos tempos de 8, 12, 16, 20, 24, 36 e 48h de cultivo e
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submetidas a analises enzimaticas. Um cultivo controle — sem aplicacdo de US — foi realizado
a fim de comparacdes dos resultados.

4.8.1 Estudo do momento de aplicacédo de ultrassom

Para encontrar o momento ideal de aplicagdo do US na fermentagdo, ou seja, o
momento em que a producdo enzimatica fosse maior, foram realizados ensaios aplicando
sonicac&o por 20 min com poténcia de 195 W e ciclo de trabalho de 0,3 s.s* em diferentes
momentos de cultivo (8h, 12h, 16h, 20h e 24h). Apos a sonicagdo, os erlenmeyers foram
devolvidos ao shaker e incubados até 48h de fermentacdo. Amostras foram retiradas

periodicamente para analises.

4.8.2 Estudo do tempo de aplicacéo de ultrassom

Para avaliar a influéncia do tempo de aplicacdo do US na fermentacdo foram
realizados ensaios aplicando sonicacdo por 5, 10, 15, 20 e 30 min com poténcia de 195 W e
ciclo de trabalho de 0,3 s.s* em 24h de fermentagdo. Apds a sonicagdo, os erlenmeyers foram
devolvidos ao shaker e incubados até 48h de fermentacéo, sendo retiradas amostras com 36h e
48h para andlises enzimaticas.

4.8.3 Estudo da poténcia de aplicacéo de ultrassom

A fim de encontrar a poténcia que melhor estimulasse a produgdo enzimatica, foram
conduzidos ensaios aplicando sonicacdo por 5 min com poténcia de 135, 165, 195 e 225 W e
ciclo de trabalho de 0,3 s.s™* em 24h de fermentagdo. Apos a sonicagdo, os erlenmeyers foram
devolvidos ao shaker e incubados até 48h de fermentacéo, sendo retiradas amostras com 36h e

48h para analises enzimaticas.

4.8.4 Estudo do ciclo de trabalho do ultrassom

Para avaliar o ciclo de trabalho, foram realizados ensaios aplicando sonicacdo por 5
min com poténcia de 195 W e ciclo de trabalho de 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 s.s em 24h de
fermentagdo. ApoOs a sonicagdo, os erlenmeyers foram devolvidos ao shaker e incubados até

48h de fermentacdo, sendo retiradas amostras com 36h e 48h para analises enzimaticas.
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4.8.5 Estudo de multiplas aplicagdes de ultrassom

A fim de avaliar os efeitos de multiplos tratamentos com ultrassom na producdo de
quitinase e B-1,3-glucanase foram aplicados tratamentos em intervalos de 12 ou 24h nas
condigdes de poténcia de 195 W, tempo de 5 min e ciclo de 0,5 s.s™. Amostras foram retiradas

e avaliadas no tempo de 60h.

4.9 ANALISES PARA AVALIACAO DAS CONSEQUENCIAS DO ULTRASSOM NA
BIOMASSA

Para os experimentos envolvendo a utilizacdo da biomassa especificamente, o preparo
do meio foi realizado utilizado caldo de FA e FS presentes na constituicdo do mesmo. A
utilizacdo dos farelos ocasionaria problemas na quantificacdo da biomassa e possiveis
interferéncias nas analises seguintes. Para o preparo dos caldos, 35 g de FA e 5 g de FS foram
autoclavados em agua a 121 °C e 1,1 atm por 10 min. Posteriormente, foram filtrados a vacuo
utilizando algoddo como meio filtrante. Estes caldos serviram de base para o preparo do meio
de cultivo.

4.9.1 Cinética de crescimento microbiano

A cinética de crescimento foi realizada coletando-se amostras tanto do meio de cultivo
da fermentacdo convencional quanto da melhor condicdo de US encontrada. As amostras
foram retiradas nos tempos de 24, 36 e 48h de cultivo, submetidas a centrifugacdo a 4000 rpm

por 10 min e entdo colocadas em estufa a 105 °C por 24h para determinacdo da massa seca.

4.9.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras de biomassa obtidas a partir da fermentagdo convencional e da melhor
condi¢do de sonicacdo foram separadas do meio de cultivo por filtracdo a vacuo em papel
filtro qualitativo, congeladas e liofilizadas. Foram coletadas amostras nos tempos de 24, 36 e
48h de cultivo. As amostras liofilizadas foram submetidas a analise em Microscopio
Eletrbnico de Varredura (VEGA-3G, TESCAN, Republica Tcheca) a fim de encontrar

possiveis consequéncias da atuacdo do US na biomassa microbiana. Antes da analise, as
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amostras foram metalizadas com revestimento de ouro (metalizagcdo por pulverizagdo em

atmosfera de argdnio, usando uma corrente elétrica de 20 mA por 90 segundos).

4.9.3 Estudo do estimulo de liberagdo de nitrogénio total (NT) e carbono orgénico total

(TOC) pela biomassa por sonicagdo

A fim de investigar se a aplicacdo de US causa ou ndo influéncia na liberacdo de
proteinas (neste caso, enzimas) pela célula para o meio externo, experimentos foram
conduzidos utilizando a biomassa liofilizada de um cultivo controle (sem aplicacdo de US).
Para tal, foi pesado 1 g de biomassa liofilizada e adicionado em um erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de &gua destilada estéril. Este conjunto de &gua + biomassa foi submetido
ao tratamento de US por 5 min, com poténcia de 195 W e ciclo de trabalho de 0,5 s.s* em
banho termostatico agitado a 150 rpm e 28 °C. ApdGs a sonicacdo, os erlenmeyers foram
mantidos em agitacdo a temperatura controlada. Amostras foram retiradas antes da sonicagéo,
imediatamente apos e 1h apds a sonicacdo. Foram avaliados os teores de nitrogénio total,
carbono organico total e atividades enzimaticas no sobrenadante.

Para a quantificagdo do teor de nitrogénio e carbono presente no sobrenadante, as
amostras foram centrifugadas e filtradas em membrana de nylon com poro de 0,22 pm
(Durapore Membrane Filters) e submetidas as analises em equipamento medidor de TOC e
TN (Shimadzu TOC TNM-L ROHS).

Além dos teores de nitrogénio e carbono organico totais, foram avaliadas as atividades
enzimaticas (B-1,3-glucanase e quitinase) dos sobrenadantes das amostras, a fim de verificar
se o teor de nitrogénio e carbono liberados poderiam, de fato, ser associados a liberacdo de

enzimas pela célula.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos experimentos do PB12 e DCCR foram submetidos a ANOVA com
nivel de significancia de 90% e 95%, respectivamente, utilizando o software Statistica
(Statsoft 8.0). Os resultados obtidos nos ensaios com US foram submetidos ao teste de Tukey
a um nivel de significancia de 95% utilizando o software Statistica (Statsoft 8.0).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SUPLEMENTACAO DO MEIO DE CULTIVO

A Tabela 4 mostra os resultados do PB12 para as atividades enziméticas de B-1,3-
glucanase e quitinase (U.mL™) e producéo de esporos (esporos.mL™?). O fungo foi capaz de
produzir as enzimas de interesse na maioria dos ensaios (exceto nos ensaios 11 e 12, onde ndo
houve producdo de quitinase e B-1,3-glucanase, respectivamente). Também é notavel que a
composi¢do do meio de fermentacdo afeta diretamente as atividades enzimaticas e a producao
de esporos. A atividade da B-1,3-glucanase variou de 0 U.mL™? (ensaio 12) a 2,24 U.mL™
(ensaio 3). A atividade da quitinase variou de 0 U.mL™ (ensaio 11) a 1,43 U.mL* (ensaio 10),
enquanto a producédo de esporos variou de 0,05 x 107 esporos.mL™ (ensaio 10) a 4,65 x 10’
esporos. mL™ (ensaio 2).

Os resultados obtidos no delineamento experimental PB12 foram submetidos a analise
estatistica ao nivel de significancia de 90%. Os efeitos estimados das variaveis independentes
sobre as atividades enzimaticas de B-1,3-glucanase e quitinase e producdo de esporos sdo
apresentados na Figura 10. Para a atividade enzimética da p-1,3-glucanase, 0 FS e 0 FA
tiveram efeito positivo significativo (p < 0,1), que significa que um aumento na quantidade
desses componentes no meio de fermentacdo leva a uma maior atividade enzimatica da -1,3-
glucanase. Apesar de serem fontes de carbono, o FS e o0 FA séo residuos agroindustriais ricos
em nitrogénio, sendo interessantes para a suplementacdo de meios fermentativos
(RAVINDRAN et al., 2018). O uso de residuos agroindustriais em processos fermentativos
para producdo de enzimas tem sido relatado em vérios trabalhos (AITA et al., 2019;
IRSHAD; ANWAR; AFROZ, 2012; LEITE et al., 2019; ONG; RANJANDAS; CHEW, 2015;
RAVINDRAN et al., 2018; SALSABILLA et al., 2018; YANG et al., 2015). A influéncia do
nitrogénio na produ¢do de B-1,3-glucanase fungica foi previamente avaliada por Copa-Patifio
et al., (1987), Helmy et al., (2010), Salsabilla et al., (2018), Tweddell, Jabaji-Hare e Charest
(1994) e Yang et al., (2015) e mostrou-se relevante para o processo. Além disso, alguns
trabalhos estudaram a aplicacdo de residuos agroindustriais nos processos de fermentacdo em
estado solido (AITA et al., 2019; ALVES et al., 2020; IRSHAD; ANWAR; AFROZ, 2012;
YANG et al., 2015) e liquido (TANG et al., 2004) para a produgdo de  -1,3-glucanase. Neste
estudo, os resultados indicam que faixas com maiores valores de concentracdo de FS e FA
levam a maior produgdo de B-1,3-glucanase, indicando que um maior teor de nitrogénio seria

mais adequado ao processo.
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Tabela 4 — Matriz do PB12 (valores reais e codificados) com as respostas de atividades enzimaticas de B-1,3-glucanase e quitinase e producédo de

€Sporos

Ensaio S(gL™Y) FS(gLY) FA@QLY M(gLY  pH Iﬁéf:;se Quitinase  Esporos.mL*
(L") FS(. g g PH - glicanase (mity 10
1 1@30) -1(0) 1(10) -1(0) -1(55) 113 0,37 2,37
2 1(@0) 1(0) -1(0) 1(10) -1(55 1,06 0,07 4,65
3 -1(10) 1(10) 1(10) -1(0) 1(75) 224 0,01 1,30
4  1(0) -1(0) 1(10) 1(10) -1(55) 165 0,26 1,85
5  1(30) 1(10) -1(0) 1(10) 1(7.5) 098 0,03 0,41
6  1(30) 1(10) 1(10) -1(0) 1(7,5) 192 0,08 1,55
7 -1(10) 1(10) 1(10) 1(10) -1(5) 172 0,04 1,12
8§ -1(10) -1(0) 1(10) 1(10) 1(75) 160 0,01 0,08
9  -1(10) -1(0) -1(0) 1(10) 1(75) 1,08 0,03 0,43
10 1@30) -1(0) -1(0) -1(0) 1(75 071 1,43 0,05
11 -1(10) 1(10) -1(0) -1(0) -1(55) 123 0,00 0,8
12 -1(10) -1(0) -1(0) -1(0) -1(5 000 0,03 0,09
13 0(0) 0(5) 0(5) 0(5) 0(65) 09 0,01 1,29
14 0(0) 0 0(5) 0(5) 0(65) 1,08 0,03 1,15
15  0@0) 05 0(5) 0(G) 0(65) 1,01 0,01 1,48

S: Sacarose; FS: Farelo de soja; FA: Farelo de arroz; M: Residuo de malte.



Figura 10 — Gréfico de Pareto das variaveis respostas do PB12: (A) B-1,3-glucanase; (B)
Quitinase; (C) Esporos
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Para a atividade enzimatica da quitinase, apenas a concentracdo de S teve efeito
significativo (p < 0,1), sendo este positivo, ou seja, 0 aumento da concentragcdo de S no meio
de cultura levou a maior atividade enzimatica da quitinase. De acordo com o resultado obtido,
seria necessaria uma quantidade maior de carbono para aumentar a producéo de quitinase por
B. bassiana. Kim et al., (2011) estudaram o uso de diferentes fontes de carbono para a
producdo de quitinase por B. bassiana SFB-205. O amido sollvel proporcionou a melhor
producdo da enzima, enquanto a sacarose ndo foi interessante para esse fim. No entanto, no
presente estudo, a sacarose aliada a residuos agroindustriais ricos em carbono e nitrogénio
possibilitou resultados interessantes para esta enzima.

Para a producgéo de esporos, S e pH tiveram efeitos significativos (p < 0,1), sendo
negativo e positivo, respectivamente. Maior concentracdo de S favoreceu a producdo de
esporos, enquanto um pH mais alto teve efeito prejudicial. Lohse et al., (2014) estudaram
diferentes fontes de carbono para esporulacdo de B. bassiana. Entre as fontes testadas, o
melaco de beterraba foi a melhor opgéo para o objetivo na concentracdo de 5%, produzindo
1,17 x 10° esporos.mL™*. Segundo o fabricante, essa fonte complexa de carbono consistia em
50% de sacarose, 0 que indica que neste estudo sacarose também foi uma fonte de carbono
adequada para esporulacdo de B. bassiana. Um estudo de germinacdo de conidios de B.
bassiana baseado em composic¢do de meio de cultivo foi conduzido por Afandhi et al., (2012).
A taxa de germinacdo aumentou 42,3% em relacdo ao controle quando o meio foi
suplementado com 5% de sacarose, indicando que a sacarose pode atuar como indutor de
esporulacdo. A sacarose também foi o melhor substrato para esporulacdo de B. bassiana no
trabalho de Campbell et al., (1983). O efeito do pH sobre os esporos de B. bassiana foi
avaliado por Ying e Feng, (2006). Eles concluiram que um pH entre 5-6 permitiu a producao
de esporos termotolerantes, enquanto valores mais altos de pH foram prejudiciais.

Com base nos resultados obtidos pelo delineamento experimental PB12, novas faixas
foram escolhidas para S e FA (Tabela 3) no DCCR, a fim de melhorar a producgéo de enzimas
e esporos. O FS e o pH foram mantidos fixos em 5 g.L™? e 5,5, respectivamente. O FS foi
fixado porque foi significativo apenas para a $-1,3-glucanase e a magnitude do seu efeito foi
menor que do FA. O valor do pH foi fixado no ponto mais baixo com base no efeito negativo
sobre a producdo de esporos. O M foi excluido do processo, pois ndo apresentou efeito
significativo para nenhuma variavel estudada.

Os resultados obtidos no DCCR séo apresentados na Tabela 5. Estes dados foram
usados para estimar os coeficientes de um modelo quadratico para cada uma das respostas em

funcdo das variaveis independentes (Tabela 6). Os valores dos coeficientes podem ser usados
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para avaliar o efeito das variaveis independentes sobre as respostas analisadas, uma vez que o

valor do coeficiente representa o efeito da variavel dividido por 2.

Tabela 5 — Matriz do DCCR (valores reais e codificados) e respostas atividades enzimaticas
de B-1,3-glucanase e quitinase e producao de esporos

-1,3- . ]
Ensaio  S(g.L?) FA (g.L gIEcanase Qumnaﬁe Esporos.gn L
UmLY) (U.mL?) x 10
1 -1 (20) -1 (5) 1,60 0,12 1,34
2 1 (50) -1 (5) 2,41 1,35 1,44
3 -1 (20) 1(15) 1,65 0,12 2,80
4 1 (50) 1(15) 2,21 1,22 7,20
5 -1,41 (13,85) 0 (10) 0,84 0,02 3,66
6 1,41 (56,15) 0 (10) 1,53 0,46 2,07
7 0 (35) -1,41 (2,95) 2,29 0,88 0,57
8 0 (35) 1,41 (17,05) 2,41 0,66 4,81
9 0 (35) 0(10) 2,21 0,39 1,82
10 0 (35) 0 (10) 2,16 0,56 2,29
11 0 (35) 0 (10) 1,94 0,62 1,92

S: Sacarose; FA: Farelo de Arroz.

Tabela 6 — Anélise estatistica dos efeitos das varidveis independentes sobre as varidveis
dependentes do DCCR

12 -1 it -1 1
Variaveis B-1,3-glucanase (U.mL™)  Quitinase (U.mL™) Esporos.mL

independentes R?0.93 R20.75 R?0.82
' Coef. p Coef p Coef p
Média 2,10 <0,01 0,52 0,030 2,00x 10" 0,030
S(L) 0,29 0,005 0,37 0,020 2,82x10° 0,510
S Q) -0,41 0,003 -0,09 0,510 535x10° 0,310
FA (L) 0,003 0,960 -0,05 0,630 1,65x10" 0,009
FA (Q) 0,17 0,070 0,18 0,230 4,46 x10° 0,390
SFA -0,06 0,520 -0,03 0,840 1,07x10" 0,110

S: Sacarose; FA: Farelo de Arroz.

Para a atividade enzimatica da B-1,3-glucanase, o valor maximo obtido foi de 2,41
U.mL? (ensaios 2 e 8) e 0o menor valor de 0,84 U.mL™ (ensaio 5). Para esta variavel
dependente, apenas S teve efeitos significativos, sendo o efeito linear (S (L)) positivo (valor
de p = 0,005) e o efeito quadratico (S (Q)) negativo (valor de p = 0,003). O valor do
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coeficiente de regressdo (R?) foi de 0,93, o que significa dizer que aproximadamente 93% da
variabilidade pode ser explicada pelo modelo quadratico gerado com os coeficientes
apresentados na Tabela 6.

A maior atividade enzimatica da p-1,3-glucanase obtida (2,41 U.mL™) é superior ao
resultado encontrado por Chavan et al., (2017) usando Myrothecium verrucaria (0,19 U.mL™)
cultivado por 7 dias, Giese et al., (2011) com Botryosphaeria rhodina (2,30 U.mL-1) em 8
dias de fermentacdo e Sena et al., (2011) usando Moniliophthora perniciosa em cultivo
submerso por 14 dias (0,2026 U.mL-1).

Para a producéo de quitinase, o valor maximo obtido foi de 1,35 U.mL™? (ensaios 2) e
o menor valor foi de 0,02 U.mL™ (ensaio 5). Para a atividade enzimatica da quitinase apenas
S (L) teve efeito significativo (valor de p = 0,02), sendo este positivo. O coeficiente de
regressdo (R?) foi de 0,75, ou seja, aproximadamente 75% da variabilidade pode ser explicada
pelo modelo gerado a partir dos coeficientes da Tabela 6.

O maior resultado obtido para a atividade enzimatica da quitinase (1,35 U.mL™) é
promissor quando comparado ao obtido para Dhawan e Joshi, (2017) usando outra cepa de B.
bassiana em 6 dias de fermentagdo (0,65 U.mL™). Chavan et al., (2017) alcangaram uma
atividade enzimatica de quitinase de 1,7 U.mL™ usando Myrothecium verrucaria em 7 dias de
cultivo.

A producdo de esporos variou do maior valor de 7,20 x 107 (ensaio 4) ao menor de
0,57 x 107 (ensaio 7). Para a producdo de esporos, o FA (L) teve um efeito positivo
significativo (valor-p = 0,009), o que significa que um aumento na concentracdo de FA no
meio de fermentagdo levou a uma maior produgéo de esporos. O coeficiente de regressdo (R?)
foi de 0,82, ou seja, aproximadamente 82% da variabilidade pode ser explicada pelo modelo
gerado a partir dos coeficientes da Tabela 6.

A anadlise de variancia (ANOVA) foi realizada para validar os coeficientes dos
modelos apresentados na Tabela 6. A validacdo permite as representacdes graficas das
variaveis independentes estudadas. Para a ANOVA, apenas os efeitos significativos foram
considerados. A Tabela 7 mostra os resultados da ANOVA. Para todas as respostas, o F
calculado (Fcalc) foi pelo menos 2x maior que o F tabelado (Ftab), o que valida os
coeficientes obtidos pela metodologia RSM e possibilita as representacdes graficas (Figura
11). A construcdo da curva de contorno foi realizada apenas para a atividade de B-1,3-

glucanase, pois nas demais respostas houve apenas uma variavel significativa.
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Tabela 7 — ANOVA das variaveis resposta do DCCR

SQ GL QM Fcalc Ftab
5-1,3- Reg. 2,01 2 1,01 23,54 4,46
gluca}]ase Res. 0,34 8 0,04
Total 2,36 10
Reg. 1,09 1 1,09 12,30 511
Quitinase  Res. 0,80 9 0,09
Total 1,89 10

Reg. 2,19x10%® 1  219x10% 1434 511
Esporos  Res. 1,37x10® 9  152x10%
Total 3,56 x10%° 10

Reg: Regressdo; Res: Residuo; SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio; Fcalc:
F calculado; Ftab: F tabelado.

Figura 11 — Curva de contorno para otimizacdo da atividade enzimatica de p-1,3-glucanase
por Beauveria bassiana

17.05

15

10 ¢

FA (gL

-2
<22
<2
=18
C1=186
205 <14

Ny <12
13,85 20 35 50 56,15 — PE
S(aL"

Os resultados obtidos pelo DCCR realizado mostram, ainda, um potencial de aumento
para a producdo de esporos de B. bassiana com o aumento da concentragcdo de FA no meio.
Os resultados dos experimentos adicionais realizados com diferentes concentragdes de FA no
meio, mantendo S, FS e pH fixos em 50 g.L!, 50 g.L! e 55, respectivamente, estdo

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Atividades enzimaticas e producdo de esporos variando a concentracdo de FA no

meio de cultivo

Ensaio FA B-1,3-glucanase Quitinase Esporos.mL?
(g.L Y (U.mL™?) (U.mL?) x 10’
1 5 1,862 + 0,077 1,838 +0,18  4,63°+0,53
2 15 1,56° + 0,049 0,92°+0,11 7,208+ 0,57
3 25 1,47° + 0,020 1,10°+0,24  7,708+0,14
4 35 1,68% + 0,051 1,47 +0,11 6,852+ 0,21
5 45 1,59 + 0,076 0,46°+ 0,055 6,458+ 0,32
6 55 1,56° + 0,053 1,04+ 0,096 2,85+ 0,21

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Analisando os resultados obtidos variando as concentragbes de FA no meio
fermentativo percebe-se que houve diferencas notaveis principalmente na producdo de
esporos fungicos. A maior producéo foi obtida quando o meio foi suplementado com FA a
uma concentragdo de 25 g.L . No entanto, a esta concentracdo de FA, a producéo de p-1,3-
glucanase (1,47 U.mL™) e quitinase (1,10 U.mL™) ndo foi tdo favorecida. A fim de encontrar
um meio termo para a producdo enzimatica e de esporos, optou-se por continuar 0s
experimentos com a concentragdo de 35 g.L* de FA.

Os experimentos para definicdo do meio de cultivo a ser utilizado para crescimento e
producdo enzimatica de B. bassiana mostraram o qudo sensivel € o processo fermentativo,

principalmente no que tange a producdo de enzimas.

5.2 CINETICA ENZIMATICA

Os resultados obtidos na cinética enzimatica realizada estdo apresentados na Figura

12. Todos os ensaios foram feitos em duplicata.
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Figura 12 — Cinética enzimatica das enzimas -1,3-glucanase e quitinase. As barras de erros
representam os desvios padrdes de cada ponto
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Os resultados mostram que a producgdo enzimatica pelo fungo B. bassiana no meio de
cultivo selecionado inicia cedo, sendo registrados valores comparaveis com os da literatura de
atividades enzimaticas ja em 8h de cultivo. Com base nesta cinética, o tempo de cultivo de
48h foi selecionado para 0s experimentos seguintes, uma vez que apds este tempo ocorrem
valores mais baixos para as atividades de ambas as enzimas. Além disso, em tempos de
cultivo menores, a concentracdo de biomassa no meio de cultivo é baixa, o que indica pouco

crescimento microbiano, conforme sera apresentado na se¢édo 5.4.1.
5.3 EFEITOS DA APLICACAO DE US DURANTE A FERI\/IENTAC;AO
5.3.1 Efeito do US em diferentes estagios de crescimento

Os perfis de atividade enzimatica para as enzimas [-1,3-glucanase e quitinase apos
sonicagao, juntamente com o experimento controle, sdo mostrados na Figura 13. Para todos 0s
estagios de crescimento, houve um aumento na atividade enzimatica extracelular logo apds o
US (até 36h). Uma razédo plausivel para esse aumento pode estar relacionada a liberagdo de
enzimas do interior das células (onde sdo produzidas), uma vez que o tratamento de US pode
causar aumento na permeabilidade da parede celular (KWIATKOWSKA et al., 2011). O

efeito cavitacional produzido pela implosdo das microbolhas reduz a resisténcia a
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transferéncia de massa de sélido para liquido e gas para liquido (NAVEENA; ARMSHAW,;
PEMBROKE, 2015), o que facilita o transporte de nutrientes através da parede celular.
Trabalhos anteriores relataram que o uso do tratamento de US aumentou a liberacdo de
produtos intracelulares, melhorando a produgdo metabolica, que também esta relacionada a
uma melhor absor¢do de nutrientes (AVHAD; RATHOD, 2014, 2015; PAWAR; RATHOD,
2018; SHEIKH; PAWAR; RATHOD, 2019 ; SHOKRI; SHEKARFOROUSH;
HOSSEINZADEH, 2019; SUN; MA; WANG, 2017; VARGAS et al., 2004; WANG et al.,
2013; YAO et al., 2014).

Os resultados apresentados nesta etapa mostram dois comportamentos; primeiro, a
sonicagdo nos estagios iniciais (8 e 12h) teve efeito prejudicial na producdo de ambas as
enzimas. O que pode estar associado a um possivel dano causado pelo US as células
prematuras (células dos estagios iniciais de crescimento), diminuindo, desta forma, a
producdo ¢ liberagdo das enzimas [3-1,3-glucanase e quitinase. Segundo, a aplicacdo de US no
estagio posterior (24h) gerou o maior valor de atividade enzimatica para a -1,3-glucanase
(2,98 U.mL1) em 36h, o que representa 82% de aumento em relagdo ao controle (sem US) e
uma interessante atividade enzimatica de quitinase (1,87 U.mL™), representando um aumento
de 37% em comparagéo ao controle.

Quando o US foi aplicado as 16 e 20h de fermentacdo, foram observados efeitos
positivos nas atividades enzimaticas, mas nao duraram até o final do cultivo (48h). Estudos
anteriores mostraram que a exposi¢do da cultura microbiana ao US de baixa frequéncia no
momento adequado tem grande influéncia no aumento da produtividade (AVHAD,;
RATHOD, 2014; WANG et al., 2013). Neste estudo, o tratamento de US as 24 horas de
cultivo mostrou melhoria na produgdo de -1,3-glucanase e quitinase quando comparado aos

demais momentos de sonicacdo ou até mesmo com o tratamento controle.



Figura 13 — Efeito da sonicacdo em diferentes estagios de crescimentos: (A — F): B-1,3-glucanase; (G — L): quitinase
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C: Sem sonicagdo; US8: Sonicacdo em 8h de cultivo; US12: Sonicagdo em 12h de cultivo; US16: Sonicagdo em 16h de cultivo; US20: Sonicagdo em 20h de cultivo; US24:

Sonicagdo em 24h de cultivo. Tratamento de US aplicado por 20 min a uma poténcia de 195 W e ciclo de trabalho de 0,3 s.s™. Letras diferentes nas legendas representam

diferenca estatistica em 36h de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5.3.2 Efeito do tempo de sonicacao

A Figura 14 mostra os perfis de atividade enzimatica para p -1,3-glucanase e quitinase
obtidos com diferentes tempos de aplicacdo de US. A exposicdo da fermentacdo a 5 minutos
de US aumentou significativamente as atividades enziméticas das duas enzimas em relagdo a
fermentacdo controle. Para a B-1,3-glucanase, a atividade atingiu 2,95 U.mL™ contra 1,63
U.mL™? de controle (aumento de 81%); enquanto para quitinase, a atividade atingiu 2,00
U.mL™, contra 1,36 U.mL™ de controle (aumento de 47%). Embora os tempos de tratamento
com US mais longos tenham demonstrado menor aumento, apos 12 horas de aplicacdo (36h
de crescimento), todas as atividades ainda eram maiores do que o controle. No entanto, em 48

h, houve diminuicdo nas atividades enzimaticas para todas as condi¢des testadas.

Figura 14 — Efeito do tempo de sonicacgdo nas atividades enziméticas de (A) B-1,3-glucanase e
(B) quitinase
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Tratamento de US aplicado em 24h de cultivo, com uma poténcia de 195 W e ciclo de trabalho de 0,3 s.s™.

Letras diferentes nas legendas representam diferenga estatistica em 36h de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com Sheikh et al., (2019) a curta exposicao a cavitacdo é mais eficaz para a
melhoria da transferéncia de massa através das células microbianas, uma vez que a exposicao
a cavitacdo mais longa pode causar efeitos negativos nas células microbianas e,
consequentemente, prejudicar o rendimento do produto. Wang et al., (2013) também
verificaram que o tratamento prolongado com US (acima de 5 min) resultou em uma
diminuigdo na producdo de enzimas (nesse caso, lacase). Cinco minutos de tratamento com
US foram a melhor estratégia para aumentar as atividades enzimaticas de p-1,3-glucanase e
quitinase no presente estudo, enquanto que tempos mais longos foram desfavoraveis, um
possivel indicativo de alteracdes estruturais prejudiciais no microrganismo ou até mesmo
danos celulares causados por excesso de estimulagdo com US (SULAIMAN et al., 2011;
WANG et al., 2013).

5.3.3 Efeito da poténcia de aplicacéo

A Figura 15 apresenta a influéncia de diferentes poténcias de aplicacdo de US nas
atividades enziméticas das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase. A poténcia de 195 W teve um
efeito positivo na atividade enzimatica da p-1,3-glucanase, aumentando sua atividade
enzimética de 1,63 U.mL™? no cultivo controle a 2,52 U.mL™? (aumento de 54%). Para a

quitinase, a mesma poténcia também apresentou efeito positivo comparado a fermentacéo néo
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sonicada, elevando a atividade de 1,36 U.mL™ a 1,96 U.mL™ (aumento de 44%), porém esse
resultado n&o foi estatisticamente diferente (segundo teste de Tukey p <0,05) para a atividade

enzimatica obtida com poténcia de 225 W.

Figura 15 — Efeito da poténcia de sonicacdo nas atividades enzimaticas de (A) B-1,3-
glucanase e (B) quitinase
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Tratamento de US aplicado em 24h de cultivo, por 5 min e ciclo de trabalho de 0,3 s.s. Letras diferentes nas

legendas representam diferenca estatistica em 36h de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Com o aumento da poténcia do US, um numero maior de bolhas é formado. Essas
bolhas implodem energicamente, gerando uma alta liberagdo de energia pelo fendmeno
cavitacional, que, como mencionado anteriormente, € responsavel por aumentar a
permeabilidade das paredes celulares e, consequentemente, melhorar a captacdo de nutrientes
e o rendimento dos produtos (KWIATKOWSKA et al.,, 2011; NAVEENA; ARMSHAW,;
PEMBROKE, 2015). No entanto, altas liberacdes de energia podem danificar a estrutura das
células devido ao intenso choque gerado pela implosdo das bolhas, o que pode resultar na
morte das células e, portanto, prejudicar o rendimento do produto (AVHAD; RATHOD,
2014; PAWAR; RATHOD, 2018)

Neste trabalho, 195 W de poténcia resultou na melhor producéo de B-1,3-glucanase,
enguanto que para a quitinase 195 W e 225 W tiveram estatisticamente o mesmo efeito.

Consequentemente, foi escolhida a poténcia de 195 W para 0s proximos experimentos.

5.3.4 Efeito do ciclo de trabalho do US

A influéncia de diferentes ciclos de US nas atividades enzimaticas de -1,3-glucanase
e quitinase é apresentada na Figura 16. Para ambas as enzimas, o ciclo de trabalho de 0,5 s.s
(0,5 s ON e 0,5 s OFF) permitiu atingir os melhores valores de atividades enziméaticas em 36h
de cultivo. A atividade enzimatica da p-1,3-glucanase foi de 2,38 U.mL™ (aumento de 46%
em relacdo ao controle) e da quitinase foi de 1,94 U.mL™? (aumento de 42% comparado ao
controle) em 36 horas de cultivo. O ciclo de trabalho esta relacionado ao tempo de exposi¢édo
real a irradiacdo do US, ou seja, ao tempo em que a amostra esta de fato recebendo a
sonicagdo. Um ciclo de trabalho de 1 s.s™* representa irradiagdo continua, enquanto qualquer

ciclo abaixo de 1 s.s™* é considerado modo de operag&o por pulso.
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Figura 16 — Efeito do ciclo de trabalho do US nas atividades enziméticas de (A) B-1,3-
glucanase e (B) quitinase
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Tratamento de US aplicado em 24h de cultivo, por 5 min e poténcia de 195 W. Letras diferentes nas legendas

representam diferenca estatistica em 36h de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O uso de US continuo confere alta pressdo ao meio, sendo capaz de danificar as
células microbianas. A exposi¢do prolongada a irradiacdo da US pode causar ruptura das
células microbianas, diminuindo a produtividade e, consequentemente, inviabilizando o
processo. Segundo Avhad e Rathod (2014), o modo de operagdo por pulso também é
preferido pelos pesquisadores, porque 0 modo continuo de irradiacdo pode resultar em erosao
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do transdutor do US e geracdo excessiva de calor. Além disso, segundo Lateef et al., (2007) e
Ozbek e Ulgen (2000), o US intermitente reduz a formacao de radicais livres, o que pode ser
prejudicial aos compostos intracelulares liberados em culturas de microrganismos. Apesar de
todos os ciclos de trabalho testados terem causado um aumento na producdo de [-1,3-
glucanase e quitinase em comparagdo com o experimento de controle, o ciclo de trabalho de
0,5s ONN e 0,5 s OFF (0,5 s.s%) foi 0 mais adequado para producéo e liberagdo de ambas as
enzimas.

Wang et al., (2013) estudaram o efeito do tratamento ultrassénico em culturas
submersas de Trametes versicolor para producdo de lacase. Os autores utilizaram um ciclo de
trabalho de 0,5 s.s e obtiveram atividade enzimatica 1,8 vezes maior quando comparados ao
controle sem tratamento com US. Sulaiman et al., (2011) verificaram que o ciclo de 20%
(equivalente a 0,2 s.s) foi o mais eficaz na producéo de etanol e PB-galactosidase por
Kluyveromyces marxianus (ATCC 6537).

As diferencas entre os ciclos de trabalho 6timos encontrados em cada estudo, além de
estarem relacionadas a variaveis de processo, como poténcia do US, frequéncia e
microrganismo, podem estar associadas a forma de aplicacdo do US, que pode ser direta ou
indireta. Neste trabalho, como em Wang et al., (2013), o tratamento de US foi aplicado
indiretamente. As ondas do US foram sonicadas em um banho preenchido com agua, onde os
frascos de fermentagdo foram imersos, e ndo diretamente no meio de fermentagdo, como no
trabalho de Sulaiman et al. (2011).

5.3.5 Efeito de multiplos tratamentos com US

O efeito de multiplos tratamentos ultrassdnicos nas atividades enzimaticas foi
investigado e esti apresentado na Figura 17 para B-1,3-glucanase (A) e quitinase (B). O
primeiro tratamento foi aplicado as 24 horas de cultivo e os seguintes tratamentos foram
aplicados com intervalos de 12 horas ou 24 horas. Em 60h de fermentagdo, podem ser
observadas diferencas nas atividades enzimaticas obtidas em cada tratamento. Observa-se que
0 tratamento com US com apenas uma aplicacdo as 24h mostrou a menor atividade
enzimatica para p-1,3-glucanase e quitinase em comparagdo com 0s outros tratamentos (em
60h). Os tratamentos com US as 24 - 36 horas e 24 - 48 horas foram 0s mais interessantes as
60h de cultivo, no entanto, as maiores atividades enzimaéticas para p-1,3-glucanase (2,47
U.mL?) e quitinase (2,18 U .mL™) foram atingidos as 36h de cultivo, momento onde apenas

uma aplicacédo de US havia sido feita.
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O tratamento com US as 24h de fermentagcdo mostrou-se como o mais atrativo para a

produgdo das enzimas estudadas, gerando um aumento de 51% para a atividade enzimatica da

B-1,3-glucanase e 60% para a quitinase.

Figura 17 — Efeito de multiplos tratamentos com US nas atividades enzimaticas de (A) p-1,3-

glucanase e (B) quitinase
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Todos os tratamentos realizados apresentaram aumento da atividade enzimaética
extracelular logo apds o US, o que pode estar relacionado a liberagdo constante de enzima

para fora da célula, favorecida pelo estimulo com US.

5.4 ANALISES DA BIOMASSA COM E SEM TRATAMENTO ULTRASSONICO

5.4.1 Cinética de crescimento microbiano

A Figura 18 traz as representacfes de massa seca obtidas nos experimentos de cinética
de crescimento microbiano. Neste estudo, foram comparadas as massas secas obtidas ao longo
do tempo para o cultivo controle e para o tratamento com US na condi¢do 6tima encontrada
anteriormente (sonicacdo em 24h de cultivo por 5 min, poténcia de 195 W e ciclo de trabalho
de 0,5 s.s1).

Analisando os resultados, percebe-se que imediatamente ap6s a aplicagdo da sonicagdo
na amostra teste (US 24) houve um aumento de biomassa em relacdo a amostra controle. No
tempo de 36h, praticamente ndo houve diferenca entre a concentracdo de ambas as biomassas.
Porém, em 48h, a concentragdo de biomassa do cultivo controle mostrou-se maior do que a
biomassa do tratamento com US. Esta diferenca entre a concentracdo das biomassas pode
estar relacionada ao possivel dano causado pelo US na biomassa que passou pelo tratamento.
A aplicacdo do US pode ter retardado o crescimento fungico.

Com base nos dados obtidos da cinética de crescimento, pode-se concluir que a
aplicacdo do US gera pequeno resultado positivo de crescimento logo ap6s o tratamento,
porém, com o passar do tempo, a biomassa do cultivo controle se desenvolve melhor do que a

biomassa submetida a US.
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Figura 18 — Cinética de crescimento microbiano com e sem tratamento com US
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5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apds separacdo e liofilizacdo da biomassa fungica, as amostras foram analisadas por
MEV. A Figura 19 traz as fotografias tiradas com aumento de 1000 x. E possivel observar que
imediatamente apos a aplicacdo do US (Fig. 19 (D)) j& surgem diferencas muito pronunciadas
entre a amostra controle (Fig. 19 (A)) e o tratamento. E visivel a mudanga estrutural do
micélio fungico, surgindo mais poros e aumentando a area de contato das células com o meio

de cultivo, o que facilita a captacdo de nutrientes e liberagcdo de produtos para fora da célula.
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Figura 19 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da biomassa fungica liofilizada: (A)
C24; (B) C36; (C) C48; (D) US24; (E) US36; (E) US48. Aumento de 1000 x
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Fonte: Autora.

Nos estagios posteriores (36h (Fig. 19 (E)) e 48h (Fig. 19 (F))) observa-se grande
fragmentacdo do micélio nas amostras sonicadas. As amostras controle (C36 (Fig. 19 (B)) e
C48 (Fig. 19 (C))) possuem a superficie micelial muito mais uniforme, com quase nenhum
fragmento de hifa desprendido do tapete micelial. Esta desestruturacdo do micélio era um
resultado esperado, uma vez que a sonicacdo pode causar modificacbes nas estruturas
celulares dos microrganismos, por conta da cavitacdo, conforme ja citado anteriormente.

O papel das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase em processos de crescimento,
ramificagdo hifal e morfogénese de fungos filamentosos ja foi descrito na literatura
(MOUYNA; HARTL; LATGE, 2013; VEGA; KALKUM, 2012). Para que o fungo consiga
crescer e se desenvolver, estas enzimas precisam atuar sobre a parede celular, amolecendo-a e
permitindo o desenvolvimento do microrganismo, uma vez que 0s principais constituintes da
parede celular destes fungos sdo B-glucanas e quitina.

Além de todos os possiveis mecanismos de atuacdo do US no aumento da atividade

enzimatica no meio de cultivo ja citados neste trabalho, a necessidade do fungo de sobreviver
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e se desenvolver apds o tratamento ultrassénico pode ter levado o microrganismo a buscar
alternativas de crescimento. As Figuras 19 (E) e 19 (F) retratam grandes quantidades de
ramificacbes em formatos de hifas (ramificacGes hifais). Este comportamento pode ser
resultado de uma estratégia do fungo para se manter em crescimento apos ter passado pelo
processo de sonicagdo. Por estar passando por uma alteracdo estrutural, o papel das enzimas
B-1,3-glucanase e quitinase se torna muito importante. A necessidade das enzimas pode ter
feito com que o fungo as produzisse em maior quantidade quando comparado com o cultivo
controle, sendo este, um dos possiveis mecanismos de acdo do US neste cultivo de B.
bassiana. A Figura 20 traz as fotografias do micélio com um aumento de 5000 x, permitindo
uma visualizagdo mais detalhada. Analisando a biomassa com maior aumento, percebe-se
claramente a formacdo de novos pontos de crescimento hifal, bem como os microporos

gerados por conta da sonicacéo.

Figura 20 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da biomassa fungica liofilizada: (A)
C24; (B) C36; (C) C48; (D) US24; (E) US36; (E) US48. Aumento de 5000 x
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5.4.3 Determinacdo de nitrogénio total, carbono orgéanico total e atividades enzimaticas

apos sonicacdo da biomassa

A investigacao da liberacdo de nitrogénio e carbono pela biomassa apés aplicacdo de
sonicacdo na condicdo 6tima mostrou resultados interessantes, os quais estdo apresentados na
Tabela 9, juntamente com as atividades enzimaticas obtidas nos sobrenadantes analisados.

E possivel perceber um consideravel aumento em todas as variaveis analisadas logo
apos a sonicacgdo (US + 0h). Uma hora ap6s o tratamento com US, a quantidade de nitrogénio,
carbono e as atividades enzimaticas atingiram os maiores valores entre as amostras testadas.
Comparando o teor de nitrogénio antes da sonicacdo e depois, houve um aumento de 180%
uma hora apds o tratamento. Para carbono organico, o aumento foi de 42%. As atividades
enzimaticas aumentaram 53% e 32% para 3-1,3-glucanase e quitinase, respectivamente.

Os resultados obtidos mostram que a aplicagdo do US tem efeito na liberacdo de
produtos de dentro da célula para o exterior. Além de aumentar a area de contato da parede
celular com o meio liquido (conforme evidenciado no item 5.4.2), o US pode atuar na
permeabilizacdo desta parede, facilitando as trocas de nutrientes e produtos entre 0s meios.

Este experimento foi muito Gtil para avaliar a influéncia da aplicacdo de US na
liberagdo de proteinas de dentro para fora da célula microbiana. E importante dizer que as
condigOes do experimento néo refletem as condig¢Oes exatas do processo fermentativo onde as
enzimas sdo produzidas, no entanto, o experimento serve como uma ferramenta eficiente para

estudo do mecanismo de acdo do US em células microbianas.

Tabela 9 — Teor de nitrogénio total (NT), carbono organico total (COT) e atividades
enzimaticas obtidos antes e ap6s sonicacdo da biomassa liofilizada

1 a4 P-1,3-glucanase Quitinase

Amostras NT (mg.L*) COT (mg.L™) (UmLY) (U.mLY)
s/ US 9,2+0,17 37,0 £ 0,67 1,64 £0,13 1,06 £0,01
US +0h 13,6 £ 0,36 44,8 + 0,23 1,98 £0,10 1,70 £0,08

US + 1h 25,8 +0,22 52,8 +0,01 2,51+0,03 2,17+0,15
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6. CONCLUSAO

O fungo Beauveria bassiana (IBCB 66) mostrou-se capaz de produzir
satisfatoriamente as enzimas B-1,3-glucanase e quitinase em cultivo submerso. O meio de
cultivo que favoreceu a maior produgéo combinada de enzimas e esporos foi composto por
farelo de arroz (35 g.L ™), sacarose (50 g.L™?) e farelo de soja (5 g.Lt), além dos minerais
essenciais para o crescimento. As atividades enzimaticas atingidas com este meio foram de
1,68 U.mL* para B-1,3-glucanase e 1,47 U.mL™ para quitinase, enquanto que a producéo de
esporos atingiu o valor de 6,7 x 107 esporos.mL™.

O estudo cinético conduzido para identificar o tempo de fermentacdo mais rentavel
para 0 processo de producdo de enzimas mostrou que 48h de cultivo era o tempo ideal, pois
ndo tornava o processo tdo rapido e também ndo tdo demorado. Embora a producdo das
enzimas comegasse cedo (em 8h de cultivo ja era possivel identificar atividades), trabalhar
com tempos muito curtos para fermentacdes de fungos filamentosos (como € o caso de B.
bassiana) ndo € indicado, uma vez que eles necessitam de mais tempo para se adaptar ao
meio.

A aplicagdo de US no processo fermentativo resultou em aumento nas atividades
enzimaticas de B-1,3-glucanase e quitinase. A condi¢cdo de sonicacdo a 24h de cultivo com
poténcia de 195 W, por 5 min e ciclo de trabalho de 0,5 s.s™ possibilitou um aumento de 51%
de atividade para a pB-1,3-glucanase e 60% para a quitinase, resultados estes muito
interessantes do ponto de vista produtivo.

Por Gltimo, as investigacdes dos efeitos da aplicacdo de US a biomassa fungica
mostraram que h4, de fato, alteragdes estruturais no micélio fungico por conta da sonicacéo.
Fotografias obtidas por MEV permitiram visualizar estas mudancas na morfologia do fungo.
O US ocasionou um aumento nas ramificacdes hifais, além do surgimento de poros na
estrutura micelial do fungo. Efeitos estes que contribuiram para um aumento da area
superficial do fungo, possibilitando uma maior troca e nutrientes e liberacdo de produtos para
0 meio. O estudo da influéncia da sonicacdo na liberacdo de nitrogénio e carbono pela
biomassa permitiu concluir que ha, de fato, um efeito do US na liberacdo destes compostos
pela célula. Uma hora apds a sonicacdo os teores de nitrogénio, carbono e as atividades
enzimaticas de [-1,3-glucanase e quitinase sofreram aumentos de 180%, 42%, 53%,

respectivamente, quando comparados com os teores presentes antes do tratamento com US.
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