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ABSTRACT 
The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana penetrates the cuticle of 
insects by action of extracellular hydrolytic enzymes such as proteases, lipases 
and chitinases. Proteases can be induced in cultivation submerged in presence of 
protein nature. Thus, the objective of this work is to evaluate the production of 
proteases of B. bassiana CG432 in cultivation submerged in minimal medium 
Vogel supplemented with cuticle cicadas, Aedes aegypti, casein, chitin, gelatin, 
urea and amino acids: methionine, proline, alanine and glycine as substrates 
inductors. The inoculum contained 106 spores and cultivation was conducted to 
28°C, 200 rpm for 5 days. Enzymatic extracts obtained by centrifugation were 
analyzed for protein content, production biomass and protease activity. The 
substrates examined in cultivation, the cuticle of cicadas, the larvae of A. aegypti 
and casein showed higher protease activity and, among the amino acids, 
methionine was presented the best result. Among these inducers to cuticle and 
the larvae were that induced higher specific activity enzyme and casein 
contributed to the higher biomass fungal growth. 
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RESUMO 
O fungo entomopatogênico Beauveria bassiana penetra na cutícula de insetos por 
ação de enzimas hidrolíticas extracelulares como proteases, lipases e quitinases. 
As proteases podem ser induzidas em cultivos submersos na presença de 
indutores de natureza proteica. Desta forma, o objetivo do presente trabalho é 
avaliar a produção de proteases de B. bassiana CG432 em cultivo submerso em 
meio mínimo de Vogel suplementado com cutícula de cigarras, larvas de Aedes 
aegypti, caseína, quitina, gelatina, ureia e os aminoácidos metionina, prolina, 
alanina e glicina como substratos indutores. O inóculo continha 106 esporos e o 
cultivo foi conduzido a 28°C, 200 rpm durante 5 dias. Extratos enzimáticos obtidos 
pela centrifugação foram analisados quanto ao teor de proteínas, produção de 
biomassa e atividade de proteases. Dos substratos analisados nos meios de 
cultura, a cutícula de cigarras, as larvas de A. aegypti e a caseína apresentaram 
maior atividade de proteases e, entre os aminoácidos, a metionina foi que 
apresentou melhor resultado. Entre esses indutores a cutícula e as larvas foram 
os que induziram maior atividade específica da enzima e a caseína contribuiu para 
o maior crescimento da biomassa fúngica.  
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INTRODUÇÃO 

Os fungos entomopatogênicos tem aplicação no controle biológico de 

insetos com grande potencial para o controle no desenvolvimento de 

populações de insetos sugadores que causam sérios prejuízos à produção 

de alimentos de origem vegetal (OWNLEY et al., 2008) e animal (KAAYA e 

HASSAN, 2000), e ainda provocam doenças em humanos como o mosquito 

transmissor da malária (BUKHARI et al., 2011) e a dengue (DONG et al., 

2012). 

A forma de infecção diferencia os fungos entomopatogênicos de outros 

bioinseticidas microbianos, como bactéria e vírus, que necessitam ser 

ingeridos pelo inseto para seu desenvolvimento. Os fungos atravessam o 

exoesqueleto protetor e alcançam a hemolinfa onde se multiplicam 

causando infecção e morte do hospedeiro. Os conídios aderem à cutícula e 

desenvolvem apressórios infectantes que produzem e liberam enzimas 

extracelulares como proteases, lipases e quitinases em resposta à 

constituição química da cutícula, a qual é formada por uma fina camada 

externa contendo 95% de lipídeos e 5% proteínas, e uma espessa camada 

interna constituída por fibrilas de quitina embebidas em uma matriz 

contendo 61% de proteínas, 7% de lipídeos e 30% de quinonas (ANDERSEN, 

2002). Finalmente, a força mecânica causada pelo crescimento das hifas e a 

cutícula fragilizada pela hidrólise enzimática, permitem que o fungo 

atravesse a cutícula e alcance a hemolinfa do inseto (BIDOCHKA, St LEGER e 

ROBERTS, 1997). 

A composição química das diferentes camadas que constituem a cutícula 

influenciam de forma qualitativa e quantitativa a produção das enzimas 

hidrolíticas responsáveis pelo sucesso da invasão fúngica e acredita-se que 

a secreção de enzimas proteolíticas seja um dos mais  importantes fatores 

patogênicos da adesão do fungo sobre a cutícula (St LEGER et al., 1987b). 

Bidochka e Khachatourians (1988) relataram elevada produção de 

proteases pelo fungo Beauveria bassiana em meio contendo 1% de gelatina 

como única fonte de carbono, enquanto St Leger et al. (1987a) 

demostraram a atividade caseinolítica do fungo Metharhizium anisopliae . 

A indução de proteases de B. bassiana foi demonstrada em cultivos 

inoculados com conídios previamente crescidos em insetos vivos de broca 

do café, Hypothenemus hampei (ITO et al., 2007), e em cultivos adicionados 

de cutícula do mesmo inseto (DIAS et al., 2008). 

Hackman e Goldberg (1987), relataram que a alanina é o aminoácido 

mais abundante encontrado em cutícula de natureza hidrofóbica de vários 

insetos. A análise da composição de aminoácidos de proteínas cuticulares 

da fase pupal de Tribolium castaneum, demonstrou alta porcentagem dos 

aminoácidos alanina, prolina, e valina, e ausência de cisteína (MISSIOS et 

al., 2000).  Donatti et al. (2008) demonstraram a produção elevada e 

semelhante de proteases em cultivos de B. bassiana contendo metionina 

e/ou cutícula do gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides. 

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi comparar a indução de 

proteases de B. bassiana CG432 em cultivos contendo cutícula de cigarras 

Cicada orni e larvas de A. aegypi, com a indução de proteases em cultivos 

contendo os polímeros: caseína, quitina e gelatina; e as biomoléculas 

simples: uréia e os aminoácidos metionina, glicina, alanina e prolina. 

Avaliou-se também a influência dos indutores sobre o crescimento da 

biomassa fúngica.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Ativação e preparo do inóculo 

Suspensões contendo esporos do fungo B. bassiana cepa CG432 foram 

ativadas em meio de cultura solidificado otimizado por Alves (1998) 

constituído por 0,2 g de ágar, 10 g de D-glucose anidra, 5 g de extrato de 

levedura, 1,58 g de NaNO3, 1,05 g de Na2HPO4.7H2O, 1 g de KCl, 0,6 g de 

MgSO4.7H2O e 0,36 g de KH2PO4, água para 1 litro, incubado em estufa BOD 

a 26 °C em fotoperíodo de 12 horas por 10 dias ou até completa 
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esporulação. Estes esporos recém-ativados foram utilizados para preparar 

uma suspensão com aproximadamente 108 esporos mL-1 em salina 

fisiológica contendo 0,01% de Tween 80. 

 

Indução de proteases 

Cultivos submersos do fungo B. bassiana foram inoculados com 106 

esporos mL-1 e conduzidos em triplicata utilizando frascos Erlenmeyer de 

125 mL contendo 12,5 mL de meio mínimo de Vogel (1956) com 1% de 

glicose, à temperatura de 28 °C e agitação a 200 rpm em Incubadora 

Orbital (Shaker MA 420 Marconi). Para indução de proteases, os meios 

foram suplementados com 0,4% de uréia (Sigma); 0,5% dos aminoácidos 

glicina, alanina, prolina e metionina (Merck); 0,5 e 1% de gelatina (Acros 

organics, cod. 410875000); 1% de caseína (Riedel); 2% de quitina coloidal 

(Sigma); 0,5 e 1% de cutícula de cigarras (Homóptera: Cicadidae); 1% (150 

mg) de larvas de A. aegypti (Diptera: Culicidae).  

Cutículas de cigarras foram previamente tratadas em solução de 

tetraborato de sódio 1%, dessecadas em estufa a 37 °C e moídas em gral de 

porcelana (PATERSON et al., 1994; PATHAN et al., 2007). As larvas de A. 

aegypti foram sacrificadas em salina concentrada 10 vezes, filtradas a 

vácuo, secas em estufa a 60 ºC por 20 minutos e mantidas a -20 ºC.  

Todos os cultivos foram interrompidos no quinto dia para obtenção de 

proteases, utilizando filtração a vácuo em banho de gelo seguida por 

centrifugação a 8.000 xg por 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram 

dialisados contra tampão TRIS-HCl 5 mM, pH 7,0 e os extratos livres de 

células (ELC) utilizados para determinação do teor de proteínas e da 

atividade de protease. Paralelamente, foram realizados cultivos controle 

sem adição de indutores contendo 1% de glicose como única fonte de 

carbono e um cultivo estéril para cada condição estudada.  

 

 

Determinação de atividade de protease 

A atividade de proteases no ELC foi determinada segundo a técnica de 

Lemos et al. (1990). Alíquotas de 200 µL dos extratos enzimáticos foram 

adicionadas a 200 µL de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8 e a 100 µL albumina 

de soro bovino (ASB) 12,5 mg mL-1. A reação foi interrompida, após 

incubação em Banho Maria a 37 °C por 1 hora, pela adição de 250 µL de 

ácido tricloroacético (TCA) gelado a 10%, seguida de centrifugação a 

3.000xg por 20 minutos. 

Os peptídeos solúveis presentes no sobrenadante foram determinados 

pelo método de Hartree (1972) com base na equação de regressão y= 

0,002x - 0,0027 (R² = 0,9976), obtida da curva de calibração com 

concentrações de 20 a 200 µg mL-1 de ASB. 

A atividade enzimática foi expressa em Unidades de Protease (UP), onde 

1UP foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 µg de peptídeos 

solúveis pela ação da protease, por mL do extrato, nas condições da 

reação. 

 

Quantificação de proteínas e biomassa 

Foi realizada a quantificação das proteínas (µg mL-1) presentes nos ELC 

pelo método de Bradford (1976), com base na equação de regressão y= 

0,0045 + 0,0633 (R² = 0,9987), obtida da curva de calibração com 

concentrações de 50  a 200 µg mL-1 de ASB. O crescimento do fungo foi 

avaliado pela quantificação da biomassa por gravimetria a 80 ºC até peso 

constante. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A produção de proteases (UP mL-1) nos cultivos suplementados de B. 

bassiana CG432, ocorreu em quantidades variadas para os diferentes 

agentes indutores testados, sendo que o uso da maioria deles, contribuiu 

para o aumento da produção de proteases, isto é visualisado pelo aumento 



 

  

INDUCTION OF PROTEASES FROM BEAUVERIA BASSIANA BY AEDES AEGYPTI LARVAE AND CUTICLE CICADAS 
GIMENES ET AL 

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS 

                                                                                                                                                   Jan./Jul., v.3, n.1, p. 41-47, 2014 

 

44 

PAPER / ARTIGO 
 

da atividade da enzima, em relação ao cultivo controle. Os resultados 

podem ser observados na figura 1, indicando que os ELC suplementados 

com todos os agentes indutores, com exeção da glicina, apresentaram 

maior produção de proteases, sendo que a uréia e os aminoácidos alanina 

e prolina induziram menor produção de proteases em relação aos demais 

indutores, com os resultados de atividade 1,6; 1,2; 2,2 vezes superiores ao 

resultado do cultivo controle. Campos et al. (2005) observaram que a 

adição do aminoácido alanina ao meio de cultivo do fungo B. bassiana 

reprimiu a atividade da protease Pr1, e essa enzima foi induzida quando o 

meio de cultivo foi suplementado com cutículas de H. hampei. 

 

Figura 1 Atividade de proteases dos extratos enzimáticos produzidos por Beauveria 
bassina CG432 em cultivo submerso em meio de Vogel suplementado com diferentes 
indutores.  

 
 

Os maiores valores de atividade de proteases (UP mL-1) obtidos foram 

dos cultivos suplementados com 1% de larvas de A. aegypti  e 1% de 

cutícula de cigarras sendo, aproximadamente, 18 e 15 vezes superiores ao 

cultivo controle, respectivamente. Isso indica que o fungo produziu mais 

proteases na presença de substratos mais complexos. De acordo com 

Bidochka, St. Leger e Roberts (1997), as proteínas são os principais 

constituíntes da procutícula dos insetos (61%) e devido a isso, proteases 

extracelulares são produzidas pelo fungo B. bassiana em resposta a 

constituição da cutícula do inseto hospedeiro.  

A presença de 1% de larvas de A. aegypti no meio de cultivo induziu 

maior produção de proteases, visto pelo aumento na atividade da enzima 

(359 UP mL-1),  em relação a  1% de cutícula de cigarras (294,42 UP mL-1), 

figura 1. Essa diferença na indução da enzima pode ser devido a 

componentes da hemolinfa das larvas e também por diferenças nos 

polímeros constituintes de cada cutícula. Considerando que as larvas são 

muito pequenas, o tratamento para a extração da cutícula foi menos 

eficiente que para as cigarras. Os componentes proteicos da hemolinfa de 

A. aegypti provavelmente induziram maior produção de proteases. Nos 

trabalhos realizados por Pathan et al. (2007) e Wang; Gang e St. Leger 

(2005) foi observado que os fungos B. bassiana e Metarhizium anisopliae 

em meios de cultivo suplementados com cutículas de insetos e hemolinfa 

apresentaram maior expressão dos genes de proteínas responsáveis pelo 

crescimento dos fungos.   

A suplementação com 1% de caseína também apresentou maior 

produção de proteases, com resultado de atividade da enzima de 205,8 UP 

mL-1, correspondente a, aproximadamente, 10,4 vezes superior a 

encontrada no cultivo controle (figura 1). A caseína é uma fosfoproteína 

que contém um grande número de resíduos de prolina que não interagem 

em suas cadeias laterais e não possui ponte de dissulfeto (KUNZ e 

LONNERDAL, 1990).  Esse resultado sugere que a caseína é um substrato 

facilmente clivado pelas proteases no meio possibilitando ao fungo os 

nutrientes necessários para o seu crescimento e, consequentemente, uma 

maior produção dessa enzima. 
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A adição de 2% de quitina  induziu a produção de proteases, visualizado 

no resultado da atividade enzimática de 162,52 UP mL-1, sendo, 

aproximadamente, 8 vezes superior ao resultado do cultivo controle (figura 

1). A quitina é um polissacarídeo constituído por um polímero de cadeia 

longa de N-acetilglicosamina, sendo o principal componente da parede 

celular dos fungos. Dhar e Kaur (2010) observaram a indução de proteases 

Pr1 em cultivos contendo 2% de quitina como agente indutor. Segundo 

esses autores, a produção de proteases pode ser induzida por substâncias 

poliméricas como os constituintes da cutícula de insetos, e a quitina, sendo 

o principal constituinte, aumenta a produção de proteases Pr1 

possivelmente por ser um agente indutor dessa protease, ou por ser 

incapaz de produzir repressão catabólica.  

Nos cultivos de B. bassiana suplementados com 0,5 e 1% de gelatina 

houve indução de proteases, como mostra na figura 1, a atividade de 

proteases foi, aproximadamente, 4 e 7 vezes superiores em relação ao 

resultado do controle, respectivamente. Esses resultados estão de acordo 

com o trabalho de Urtz e Rice (2000) que observaram maior atividade de 

proteases (15,5 UP mL-1) por B. bassiana (isolado ARSEF 149) em meios de 

cultivos suplementados com gelatina 1%. 

Dos cultivos suplementados com aminoácidos, a adição de 0,5% de 

metionina foi a que mais contribuiu para a produção de proteases (54 UP 

mL-1), sendo, aproximadamente, 3 vezes superior ao resultado do cultivo 

controle (figura 1). Esses resultados estão de acordo com Donatti et al. 

(2008) que encontraram maiores níveis na produção de protease Pr1 (193,5 

UP mL-1), por B. bassiana cepa CG425, em meios suplementados com 0,5% 

de metionina. Esses autores relataram que o aminoácido metionina parece 

desempenhar um papel regulador na produção de protease Pr1 por B. 

bassiana e também foi observado que tanto a indução como a repressão 

desta enzima pode ser dependente da concentração de metionina presente 

no meio de cultura.  

A análise da atividade específica de proteases, obtida nos cultivos 

suplementados, indicou que 1% de cutícula de cigarras  e 1% de larvas de A. 

aegypti induziram uma maior atividade especifica de protease, em relação 

aos outros indutores e ao cultivo controle, (figura 2).  

Os cultivos suplementados com 1% de caseína e 1% de gelatina 

apresentaram maior crescimento de biomassa fúngica em relação aos 

demais, como mostra a figura 2. 

 

Figura 2 Atividade específica de proteases e biomassa dos extratos enzimáticos 
produzidos por B. bassina CG432 em cultivo submerso em meio de Vogel suplementado 
com diferentes indutores.  

 
 

Os cultivos de B. bassiana CG432 que apresentaram maior atividade 

específica de proteases, quando enriquecidos com cutícula de cigarras e 

larvas de A. aegypti, concordam com outros trabalhos da literatura (GUPTA 

et al., 1992; CAMPOS et al., 2005; DIAS et al., 2008; DONATTI et al., 2008), 

nos quais houve maior produção de proteases Pr1 e Pr2 em cultivos de B. 

bassiana suplementados com cutícula de diferentes insetos.  
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Essa especificidade enzimática deve-se ao fato de que os fungos 

entomopatogênicos podem diversificar a produção de fatores de virulência 

em resposta aos polímeros constituintes da cutícula de diferentes insetos. 

A produção de enzimas proteolíticas, em especial uma endoprotease 

subtilisina designada Pr1, é um fator de virulência essencial para a 

germinação dos esporos fúngicos e propagação das hifas na cutícula de 

insetos (MOINO-Jr, ALVES e PEREIRA, 1998).  

A caseína e a gelatina foram os indutores que mais contribuíram para o 

crescimento do fungo, pois são proteínas simples e acessíveis no meio de 

cultura, com estrutura pouco complexa (KUNZ e LONNERDAL, 1990), 

facilitando a clivagem por proteases extracelulares e dessa forma, 

proporcionando ao fungo os nutrientes necessários para o seu 

crescimento. 

Para o uso do fungo B. bassiana no controle biológico de insetos praga é 

importante se utilizar uma cepa com alta virulência, ou seja, que possua 

maior capacidade de produzir proteases com atividade específica para 

hidrolisar a cutícula de insetos, dentre outras enzimas (quitinases e lipases), 

os indutores larvas de A. aegypti e cutícula de cigarras contribuíram para 

essa resposta. A maior produção de biomassa, em cultivos suplementados 

com caseína e gelatina, é interessante, pois quanto maior a massa fúngica 

produzida, maior vai ser a capacidade do fungo de eliminar os insetos 

praga.  

 

CONCLUSÕES 
Os substratos específicos presentes nas larvas de A. aegypti e cutícula de 

cigarras, e proteína caseína, e o aminoácido metionina induziram elevada 

produção de proteases pelo fungo B. bassiana CG432. A caseína também 

aumentou o crescimento da biomassa fúngica. 

Estudos sobre a indução de proteases contribuem para a caracterização 

de cepas fúngicas  que apresentem maior virulência e ação específica sobre 

insetos alvo. 

 Como visto neste trabalho as larvas de A. aegypti foram um dos 

melhores agentes indutores de proteases. Isto sugere que a cepa CG432 de 

B. bassiana poderá ser induzida em laboratório para posterior uso em 

bioensaios e controle biológico do mosquito A. aegypti. 
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