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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de aumentar a producdo de conidios de Metarhizium
anisopliae através de alteracdes do substrato e das condi¢des de cultivo e produzi-lo em
biorreator de bandeja. Os substratos testados foram arroz tipo 1, quirera de arroz e farelo de
arroz, sendo o cultivo realizado em embalagens plasticas contendo 10 g de substrato seco.
Inicialmente, foi empregado arroz tipo 1 como substrato, variando-se as formas de umidificagéo
no seu preparo, sendo o cultivo realizado em embalagens plasticas contendo 10g de substrato
seco. Determinada a condicdo adequada de umidificagdo, os substratos arroz tipo 1 e quirera de
arroz foram submetidos a diferentes condi¢es de fotoperiodo: escuto continuo, claro continuo e
escuro e claro alternados. O farelo de arroz foi adicionado a bagaco de cana-de-agucar de modo a
estruturar fisicamente o meio de cultivo. Os melhores resultados foram obtidos com arroz e
quirera de arroz. A primeira alternativa de ampliacdo de escala foi realizada em embalagens
plasticas, utilizando arroz tipo 1 e quirera com 500g de substrato seco. A etapa seguinte da
ampliacédo de escala foi em um biorreator de bandeja com aeracéo realizada sobre a camada de
substrato, sendo os testes realizados com arroz tipo 1, e duas espessuras de camada particulas, 2
e 4 cm. Em todos os ensaios, a resposta observada foi a concentracdo final de conidios. Foi
testada ainda a viruléncia dos conidios produzidos em relacdo a lagartas de Diatraea
flavipennella nas diferentes condi¢des de producéo. De acordo com os resultados apresentados, o
farelo de arroz ndo € uma boa opc¢éo de substrato devido a sua pouca praticidade de manipulacéo
e a quirera apresentou resultados satisfatérios nos ensaios, podendo ser considerada uma opcao
viavel para utilizacdo industrial devido ao seu baixo custo. O biorreator de bandeja elaborado
apresentou bons resultados de producdo de conidios em relacdo a producdo em embalagem
plastica de maior capacidade com o substrato arroz tipo 1, a qual, no entanto, apresentou
producdo de esporos inferior a da embalagem de menor capacidade. Os testes de viruléncia
comprovaram a eficiéncia dos conidios em todos 0s ensaios com pequenas variagdes no tempo

de mortalidade.

Palavras-chaves: 1. Microbiologia. 2. Fungos — Culturas e meios de cultura. 3. Metarhizium

anisopliae. 4. Fermentacdo em Estado Sélido. 5. Arroz - Microbiologia.
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ABSTRACT

The work targeted the increase of the production of spores of Metarhizium anisopliae
through modifications of the substrate and of the cultivation conditions, and produce such spores
in a tray bioreactor. Type 1 rice, broken rice and rice bran were tested as substrate, which were
cultivated in plastic bags containing 10 g of dry substrate. Alternatives of humidification were
tested with type 1 rice. For the best alternative of humidification, type 1 rice and broken rice
were submitted to alternatives of different exposures to light, provided by a fluorescent lamp:
continuous dark, continuous light, alternation between dark and light. To the bran was added
sugar cane bagasse in order to provide physical structure to the culture medium. The best results
were obtained with rice and broken rice and the illumination regime does not influence on the
spore production. The first attempt of scaling-up the spore production was the use of plastic bags
containing 500 g of dry substrate, either rice or broken rice. The next scaling-up step was in a
tray bioreactor aerated flowing air parallel to the top of the cultivation medium, using type 1 rice
as substrate in two different thickness of medium, 2 and 4 cm. In every experiments, the
response variable was the conidia concentration. The virulence against Diatraea flavipennella
caterpillars was also tested for spores produced in the different experimental conditions. The
results showed that rice bran is not an efficient alternative due to its difficult manipulation, while
broken rice produce conidia concentration similar to type 1 rice and can be considered a cheap
alternative for industrial production of spores. The tray bioreactor presented similar results to the
large capacity plastic bags, which presented lower conidia concentrations than the small capacity
container. The virulence experiments showed high efficiency of the conidia in all tested

samples, with little variation in the time of lethality.

Keywords: 1. Microbiology. 2. Fungi - Cultures and culture media. 3. Metarhizium anisopliae. 4.

Fermentation in solid state. 5. Rice - Microbiology.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Bioldgico (2015), o controle microbiano representa um ramo do
controle bioldgico que trata da utilizacdo racional de bactérias, fungos, virus e nematoides
para o controle de insetos pragas. Apesar do uso desses organismos representar apenas 1% do
mercado total de produtos para protecdo de plantas, nos ultimos anos um namero significativo
de pesquisas promoveu o aumento da quantidade de produtos disponiveis e ampliou as
perspectivas para 0 mercado.

A tecnologia desenvolvida no Brasil permitiu que grandes culturas, como a de cana-
de-agUcar e de soja, concentrassem 0s maiores programas mundiais utilizando patégenos de
insetos. Esses programas sao responsaveis pelo tratamento biolégico de aproximadamente 2,5
milhdes de hectares de cana e soja por ano, segundo o Instituto Biolégico (2015).

O interesse comercial no desenvolvimento de produtos para controle microbiano de
insetos teve inicio em torno de 1950, quando se constatou a possibilidade de manipular
microrganismos para causar doencas em insetos pragas sem provocar danos as espécies
benéficas.

Os bioinseticidas sdo vistos hoje como um componente efetivo e de valor nos sistemas
de manejo integrado. No Brasil, a producdo comercial de bioinseticidas vem crescendo
anualmente gerando emprego, renda e impulsionando um segmento estratégico para
agregacao de valor aos produtos do agronegadcio.

No atual cenario do agronegocio brasileiro, o crescimento da agricultura organica,
aliado as exigéncias de alimentos isentos de agrotoxicos por parte do mercado consumidor,
vém propulsionando o avanco e desenvolvimento de produtos biolégicos para controle de
pragas agricolas.

Entre os agentes de biocontrole mais utilizados no mundo, os fungos
entomopatogénicos exercem um importante papel em programas de manejo integrado de
pragas. Esses fungos sdo encontrados naturalmente infectando e causando doencas em niveis
epizodticos (grande nimero de insetos infectados) em populacbes de artropodes. O controle
biolégico vem atraindo mais adeptos por ser uma opc¢do ndo poluente, favoravel ao equilibrio
biologico, ser duradouro e por aproveitar o potencial bidtico do agroecossistema, ndo ser
toxico para 0s homens e animais, exceto ao seu patdgeno, poder ser aplicado com maquinas
convencionais com pequenas adaptagdes e, principalmente, ter boa relacdo custo/beneficio.

Metarhizium anisopliae € o fungo mais estudado e produzido em escala comercial no

Brasil e seu uso ja atingiu mais de um milhdo de hectares tratados, segundo o Instituto
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Bioldgico (2015). Entre as principais vantagens da utilizagdo do Metarhizium anisopliae no
controle biolégico de insetos pragas, estd a facilidade de producdo das suas unidades
infectivas em escala comercial, facilidade de aplicacdo em condi¢fes de campo, 0 baixo custo
decorrido de sua utilizacdo e, principalmente, o reduzido impacto ambiental.

Uma das aplicacdes mais difundidas deste fungo é no controle da cigarrinha
(Mahanarva posticata) da cana-de-agUcar. Varios trabalhos continuam sendo conduzidos em
condicdes de laboratorio e campo com este fungo, principalmente em virtude da sua ampla
variabilidade genética, grande variedade de hospedeiros e facilidade de producdo usando
substratos artificiais. Para que a producdo deste microrganismo seja ampliada em escala
comercial, torna-se importante desenvolver métodos eficientes de producéo.

No Brasil, este fungo € produzido basicamente por um processo conhecido como
fermentacdo em estado solido. Neste caso, objetiva-se produzir os propagulos infectivos do
fungo, denominado conidios, mediante o uso de substratos solidos a base de cereais, em geral
arroz tipo 1, os quais fornecem condigdes nutricionais e fisicas necessarias ao crescimento do
microrganismo, sem a necessidade de aditivos. O conhecimento desse processo de producédo
do fungo M. anisopliae se torna util e importante para aqueles envolvidos na area de controle
biolégico via microrganismo.

No entanto, as técnicas de producdo industrial ainda séo artesanais e sujeitas a altos
indices de contaminacdo e baixa eficiéncia. Deste modo a producdo deste fungo em
biorreatores torna-se necessaria para que a escala de producdo seja ampliada e os custos de
producdo sejam diminuidos, ampliando a possibilidade de aplicacdo desta técnica.

Neste contexto, o presente trabalho analisou a producdo de conidios do fungo
Metarhizium anisopliae em diferentes condicGes de cultivo na tentativa de se obter uma
metodologia mais viavel para a producdo do mesmo em escala ampliada e em biorreator de

bandeja desenvolvido para estas analises.

Isabella de Cengo Lopes



12

OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi aumentar a producdo de conidios do fungo
Metarhizium anisopliae através de alteragdes de tecnica de cultivo e do substrato, e aumentar
a escala de producdo em um biorreator de bandeja.

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar o potencial de diferentes substratos em diferentes granulometrias para
incrementar a producdo de conidios;

b) Avaliar a influéncia da umidade do substrato e da incidéncia de luz sobre a producao
dos conidios;

C) Aumentar a escala de producdo em embalagens plasticas de grande capacidade, como
atualmente realizado em biofabricas;

d) Avaliar a viruléncia do fungo através de testes em broca de cana-de-agUcar (Diatrea
sacchralis) com os conidios produzidos em diferentes condic6es fisicas e nutricionais;

e) Cultivar o fungo em biorreatores de bandeja e avaliar sua operacionalidade para a

producdo em larga escala.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Producéo de bioinseticida no Brasil

De acordo com Mattsson (2008) e Reffstrup et al. (2010), a populagdo humana,
constantemente exposta a varios defensivos quimicos por uma exposi¢cdo ambiental direta ou
indireta como pela ingestédo de alimentos contaminados, tem aumentado os riscos de doengas
COMo O cancer.

Uma das possibilidades existentes para a redugdo dos agroquimicos, segundo Gallo et.
al. (2002), seria a substituicdo gradativa pelo controle bioldgico de pragas, que pode ser
entendido como a regulacéo da populacéo de insetos pelo uso de inimigos naturais, através do
Manejo Integrado de Pragas (MIP), de acordo com Oliveira et al. (2006).

Os fungos foram os primeiros patdgenos de insetos utilizados neste controle bioldgico
via microrganismos, segundo Alves (1998) e destes, mais de 150 produtos para o controle
biologico de insetos pragas feitos a partir de fungos entomopatogénicos ja foram
comercializados, segundo relatos de Faria e Wraight (2007).

O método para utilizagdo desses produtos, de acordo com Lazzarini (2005), inclui a
necessidade de mudancas nas estratégias de manejo de pragas, visto que no controle bioldgico
o efeito é mais lento do que no quimico, onde o Ultimo € usado no combate imediato em
situacOes, onde a populacdo da praga esta alastrada pela cultura, sendo necessaria uma
resposta rapida; ja no controle bioldgico, procura-se manter 0s insetos-praga em baixo
namero, exigindo monitoramento e acdes antecipadas, possibilitando o controle efetivo, mas
sem efeitos nocivos.

No caso do controle quimico, que continua sendo o mais empregado, quando utilizado
em conjunto com o controle bioldgico, leva-se em consideracdo o conhecimento da
seletividade dos produtos aos inimigos naturais, além de conhecer a bioecologia das pragas e
dos inimigos naturais, para que se faca a aplicacdo dos produtos em épocas mais favoraveis ao
controle das pragas, de acordo com Nava et al. (2009).

Segundo levantamento de Pinto et al. (2006), existem programas de controle biolégico
de pragas agricolas no Brasil bem sucedidos como é o caso da broca-da-cana-de-aglcar
(Diatraea saccharalis) por intermédio da criacdo em larga escala em laboratorio e liberacéo
no campo da vespinha Cotesia flavipes, sendo responsavel por cerca de 70 a 80% do
parasitismo das lagartas e das cigarrinhas Mahanarva fimbriolata e Mahanarva posticata pela

aplicagdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae.
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No Brasil, M. anisopliae ja foi utilizado no controle biolégico de percevejos das
pastagens, género Deois (PEREIRA et al.,, 2008), da cigarrinha da cana-de-agucar,
Mahanarva posticata (ALVES, 1998), da broca da cana-de-acUcar, Diatraea saccharalis
(OLIVEIRA et al., 2008) e carrapatos de impacto na pecuéria, como Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (BEYS DA SILVA et al., 2010).

De acordo com Tonus (1999), a eficAcia do M. anisopliae no controle bioldgico
depende da aplicacdo e da quantidade aplicada. O ideal € que seja aplicado a tarde, quando ha
menor incidéncia de raios ultravioleta e, preferencialmente, logo ap6s as chuvas. O minimo
recomendado é de dois quilos por hectare, podendo ser aplicado até 5 kg ou mais de substrato
cultivado.

De acordo com os trabalhos de Almeida e Batista Filho (2006), as estruturas mais
produzidas e comercializadas de M. anisopliae sdo os conidios, produzidos na superficie de
meio de cultura sélido, dentro de diferentes recipientes conforme o objetivo e a escala de
producéo, sendo o arroz o substrato mais utilizado para a producgéo conidial.

Nos estudos de Arthur et al. (2003), testou-se a compatibilidade quimica com
inseticida fenitrothion contra gafanhotos e verifica-se que o produto quimico causou reducao
imediata na populacdo de insetos, enquanto que M. anisopliae var. acridum persistiu no
ambiente promovendo o controle dos insetos por um periodo maior.

Segundo Alves et al. (2002), para que a utilizacdo de M. anisopliae e B. bassiania
sobre insetos apresente bons resultados, depende da producdo, formulacdo, potencial de
indculo, método de interacdo e condi¢cbes ambientais adequados.

Leite et al. (2003) observaram que a tendéncia na utilizacdo de controle biolégico se
intensificou com o apoio do Instituto Bioldgico, o qual prestou consultoria na instalacdo de

biofabricas do fungo M. anisopliae para o controle biolégico da cigarrinha da cana-de-acUcar.

2.2  Cenério da cana e suas pragas

A érea cultivada com cana-de-acUcar no Brasil é de oito milhdes de hectares e, na

safra 2014/2015, a indUstria canavieira beneficiou 571,34 milhdes de toneladas de cana para a
producdo de acucar e etanol (CONAB, 2014).

Uma das principais pragas € a Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera:

Crambidae), segundo Dinardo-Miranda et al. (2012), que causam prejuizos com sua fase

imatura a qual abre galerias nos caules da planta e se reproduzem muito rapido, resultando em

perdas na producdo de acucar e &lcool. O controle de D. saccharalis por inseticidas quimicos
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ndo € muito eficiente, pois sua lagarta fica dentro dos colmos onde o inseticida ndo alcanga,
segundo (PINTO, 2009), desta forma tem-se aumentado o interesse pelo controle desta praga
com o uso de parasitoides, predadores e entomopatdgenos, sendo o mais eficiente, neste caso,
a Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae), de acordo com Silva et al. (2012).
Para Alves et al. (2008), a broca D. saccharalis é suscetivel naturalmente aos fungos
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill,, os quais
infectam cerca de 10% das lagartas no nordeste do Brasil. Estudos com isolados destes fungos
demonstram patogenicidade a ovos e larvas de diversos artropodes (SILVA et al., 2003;
FERREIRA et al., 2005; ZAPPELINI et al., 2010).

A aplicacdo de Beauveria bassiana contra D. saccharalis causa mortalidade média de
89% para a concentragdo de 5x108 conidio.mL™, de acordo com Wenzel et al. (2006).

No trabalho de Oliveira et al. (2008), o uso de suspensdes fungicas de B. bassiana e
Metarhizium anisopliae, em doses com baixa letalidade, comprometeu as caracteristicas de
longevidade, fecundidade e viabilidade de ovos de D. saccharalis.

Outra praga que vem prejudicando a cana consideravelmente, constatada nos trabalhos
de Balbo Junior e Mossim (1999) e Dinardo Miranda et al (1999) € a Mahanarva fimbriolata,
devido a mudanca na colheita da cana manual para mecanizada. Anteriormente a M.
fimbriolata era controlada por agdes fisicas, como a despalha da cana, o fogo antes da colheita
que destruia os ovos em diapausa. Esse aumento populacional vem ocorrendo, principalmente
no estado de S&o Paulo com a proibicédo da queima.

M. fimbriolata é bem adaptada a locais de temperatura elevada, alta umidade, aliados
pela abundante cobertura vegetal deixada no solo pela colheita da cana mecanizada, sendo o
fator climético o principal condicionante da dindmica populacional, modificando diretamente
a duracdo do ciclo de vida e o potencial reprodutivo das fémeas e, indiretamente, a populacéo
de seus inimigos naturais (BOTELHO et al., 1977, MENDES et al., 1977; BARBOSA et al.,
1979).

O dano causado pela M. fimbriolata é chamado de “queima da cana-de-agucar”,
ocasionada pela alimentacdo do adulto, devido as toxinas injetadas na alimentacdo que
ocasionam a reducdo no tamanho e espessura dos entrends, que ficam com pequenas manchas
amarelas, até reduzir sua capacidade de fotossintese e interferir na quantidade de sacarose no
colmo. A perfuracdo pelo estilete infectado contamina a seiva por microrganismos, causando
deterioracdo dos tecidos de crescimento do colmo, podendo levar a sua morte, de acordo com
relatos de Guagliumi (1972-73) e El-Kadi (1977).
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Existem alguns produtos quimicos de acdo sistémica eficientes no combate, mas que
devem ser usados na época certa, sendo sua desvantagem a ocorréncia de surtos de pragas
secundarias, ressurgéncia e aparecimento de novas pragas, segundo Gallo et al. (2002), além
de causar desequilibrio biolégico no ecossistema da cultura.

2.3  Classificacao e descri¢ao do fungo Metarhizium anisopliae

Durante muito tempo o Metarhizium anisopliae foi classificado como Deuteromiceto, e
pertencente a classe Hiphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae de acordo com
Driver et al. (2000). Entretanto, utilizando-se de analises de sequéncias da regido de ITS do
rDNA, Liu et al. (2001) identificaram o fungo M. anisopliae como sendo a forma anamorfa de
Cordyceps britllebankisoides, classificando-o assim, como Ascomiceto. Pelo menos duas
espécies sdo reconhecidas formalmente, Metarhizium anisopliae e Metarhizium flavoviride,
sendo que M. anisopliae a mais comum, e é patdgeno de maior nimero de espécies de insetos.
Segundo Alves (1998), a espécie Metarhizium flavoviride ocorre principalmente sobre
ortopteros, homopteros e coledpteros, e o M. anisopliae infecte mais de 300 espécies de
insetos, dentre eles a cigarrinhas da cana-de-agucar e das pastagens, além de percevejos e
gafanhotos.

De acordo com Alves (1998), o M. anisopliae possui duas variedade, minor e majus
com a diferenca de tamanho dos conidios, conforme pode ser visto na Figura 2.1, onde 0s
conidios curtos, medindo de 3 a 9 um, sdo da variedade minor, enquanto que conidios mais
longos, medindo de 9,1 a 18 um, sdo da variedade majus (M. anisopliae var majus). A
coloracdo dos conidi6foros, onde se forma os conidios da espécie M. anisopliae pode ser

branca, esverdeada, marrom ou castanho-claro.
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Figura 2.1: Estrutura dos conidios de M. anisopliae — (A) Metarhizium anisopliae var.
anisopliae; (B) M. anisopliae var. majus; (C) M. flavoviride var. flavoviride; (D) M.
flavoviride var. minus; (E) M. album (extraido de ALVES, 1998).
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Segundo Wang et al (2002), morfologicamente M. anisopliae apresenta-se como um
fungo filamentoso, com um corpo de frutificacdo semelhante a um esporodoquio agregado a
hifas intimamente entrelacadas, contendo uma massa compacta de conidi6foros
caracteristicos, simples ou ramificados, resultando em células esporogénicas denominadas
firiades, das quais se originaram os fialospéros.

De acordo com Alves (1998), os conidios sdo uninucleados, coloridos, formando-se
sobre conidiéforos simples que, formam uma massa sobre o inseto infectado, sendo a doenca
chamada de muscardine verde, de acordo com Wang et al (2002), pois no final da formacéo
das estruturas fangicas, as carcacas apresentam tons de verde que variam do claro ao escuro,
acinzentado ou ainda esbranquicado.

Alves (1998) relata que os sintomas causados pela patogenia no inseto infectado sdo a
inquietacdo, perda da sensibilidade, descoordenacdo dos movimentos e paralisia, devido aos
metabolitos secundarios produzidos que afetam os canais de resposta muscular e na estrutura
da membrana celular, assim, as toxinas liberadas levam o inseto a morte, periodo que varia de
5 a 12 dias, dependendo das condi¢cbes ambientais (temperatura, luz, umidade e radiagédo

ultravioleta), condigOes nutricionais e susceptibilidade do inseto.
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St Leger et al. (1991) relatam que a ocorréncia da patogenicidade depende da
ocorréncia de processos bioquimicos e mecénicos sincronizados. De acordo com estudos,
inicialmente o conidio adere e germina sobre a cuticula do inseto, fazendo entdo a penetracao,
em seguida, ocorre a degradacdo enzimatica e pressdo mecéanica, onde enzimas hidroliticas
como quitinases, proteases e lipases séo produzidas, fazendo com que as hifas atravessem a
cuticula do hospedeiro e, por fim, ocorre o aparecimento das estruturas flngicas, com a
producdo de conidios sobre a carcaca do inseto. Esta sequéncia de eventos pode ser vista na

Figura 2.2.

Figura 2.2: Esquema ilustrativo representando o processo de infeccdo do M. anisopliae (extraido de
SILVA, 2012)
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2.4  Fatores que afetam o desenvolvimento de Metarhizium anisopliae

Os entomopatdgenos, ao serem aplicados no campo, estéo sujeitos a uma série de fatores
bidticos e abidticos que podem ter influéncia na sua sobrevivéncia, propagacéo e infec¢do no
hospedeiro, de acordo com Franco (2005). Os fatores bidticos sdo aqueles que estdo
relacionados aos patdgenos e aos hospedeiros, sendo que abidticos relacionados ao ambiente.

Nos fungos, os fatores ambientais podem interferir em sua germinagdo, esporulagéo,
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crescimento e patogenicidade. Luz, pH, salinidade, radiagcbes, umidade, nutricdo e
temperatura destacam-se como fatores abioticos que influenciam genética e fisiologicamente
os fungos (ALVES, 1998). A temperatura é de vital importancia aos fungos, pois pode afetar
seu metabolismo, germinacdo, produgdo de enzimas e toxinas e reproducdo. Por isso,
temperaturas ideais durante o ciclo de vida dos fungos s&o importantes para 0 crescimento
vegetativo e germinacdo de esporos. A umidade relativa necesséria ao processo de
germinacdo em fungos deve ter valores acima de 95% e tem-se verificado para M. anisopliae,
que as epizootias em campo estdo sempre correlacionadas a alta umidade relativa, de 70% a
100%. A faixa ideal de temperatura para o desenvolvimento de M. anisopliae estéa entre 24 e
30 °C.

A radiacdo luminosa pode ser estimulante ou prejudicial sobre a germinagdo dos
conidios, inducdo de estruturas reprodutivas (TEIXEIRA et al., 2001) e nos estagios iniciais
do crescimento do tubo germinativo dos fungos (ALVES, 1998). De acordo com Nicholson et
al., (2000), a radiacdo solar ultravioleta (UV) pode inativar o conidio e provocar mutacoes e
danos letais ao DNA. Segundo Braga et al. (2001a), a radiacdo UV reduz a eficiéncia do
fungo no campo, principalmente a radiacdo UV-B, que tem efeito prejudicial aos propagulos
de fungos.

A exposicdo a radiagdo UV pode ocorrer durante uma parte ou até mesmo durante toda a
vida dos microrganismos, segundo Francisco (2004), fator este que, em algumas espécies
desenvolveu mecanismos de protecdo ao UV, embora os fungos geralmente ndo apresentem
protecdo contra os efeitos desta radiacao.

De acordo com alguns estudos de Ignoffo e Garcia (1992) e Braga et al. (2002), a
pigmentacdo dos conidios pode influenciar na resisténcia a radiacdo UV, principalmente na
espécie Metarhizium. Braga et al. (2006) verificaram que mutantes com coloracdo branca,
violeta e amarela sdo mais sensiveis a radiacdo UV que os de pigmentacdo verde. Segundo
Franco (2005), existe uma forte relacdo entre a pigmentacdo dos esporos e a sensibilidade dos
mesmos a radiacao UV, ou seja, quanto maior a pigmentacdo, maior a resisténcia a exposicao
a esta.

Na tentativa de minimizar os efeitos nocivos das radiacbes e consequentemente
aumentar a persisténcia do fungo no campo, segundo Braga et al. (2001a), alguns métodos
paliativos vém sendo utilizados, tais como aplicacdo noturna ou em dias nublados, adi¢do de

fotoprotetores e selecéo de racas mais tolerantes.
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2.5  Producgéo Industrial de Metarhizium anisopliae

Para que possam ser utilizados no controle microbiano de insetos como inseticidas
bioldgicos, é necessario que os fungos entomopatogénicos sejam produzidos em quantidades
suficientes para as chamadas introducgdes inundativas (aplicagdes em grandes quantidades), de
modo a agir independentemente da densidade populacional da praga.

Segundo Pereira e Alves (1998), apesar da importancia, grande parte da producédo
comercial de fungos utiliza técnica artesanal ou semi-artesanal, devido a utilizagcdo de mé&o-
de-obra elevada, baixo indice de automatizagdo do processo, utilizacdo de equipamentos
adaptados de outras aplicacBes e utilizacdo de meios de cultura oriundos de matéria prima
bruta ou com pouco processamento.

A produgdo industrial de Metarhizium anisopliae é comumente realizada por
fermentacdo em estado solido (FES), utilizando-se arroz tipo 1 como substrato, com
incubagdo em salas climatizadas com temperatura de 28° C. Essa prética exige a repeticdo de
procedimentos delicados, como esterilizacdo do substrato, inoculacdo e incubacdo do fungo
em sacos plasticos. Tecnologicamente, € um processo simples, realizado de forma manual.
Entretanto, € pouco eficiente, apresenta alto indice de contaminacéo e auséncia de controle de
processo. A Figura 2.3 mostra o esquema da producéo desse fungo empregado pela empresa
Oligos Biotec, de Sdo José do Rio Preto-SP, em 2014, representativo da maioria dos

processos das demais biofabricas do Estado.

Isabella de Cengo Lopes



21

Figura 2.3 — Diagrama esquemadtico da producéo industrial de M. anisopliae.
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Todas as etapas do processo sdo realizadas manualmente, em batelada. Primeiramente, o
arroz ¢ embalado em embalagens de polipropileno e umidificado e, posteriormente é levado a
esterilizacdo em autoclave. A seguir, os sacos com arroz sdo levados a um tunel de
refrigeracdo, para resfriamento do substrato, e em seguida o fungo é inoculado manualmente,
em camara de fluxo laminar disposta em uma sala com ar estéril. De um modo geral, sdo
empregados de 300 a 500 g de substrato em cada embalagem plastica. A incubacdo é
realizada em salas de germinacdo, com temperatura controlada, onde as embalagens com
arroz séo dispostas em prateleiras de ferro. As lampadas fluorescentes ficam continuamente
ligadas e sdo postadas no teto e paredes da sala, de modo que ha grande variabilidade na
intensidade luminosa recebida pelos pacotes com arroz inoculado. Terminada a incubacéo, 0s
sacos com o fungo séo levados a salas de secagem, onde sdo abertos e 0 processo de secagem
ocorre naturalmente. A duracdo desta etapa depende da umidade do ar ambiente, sendo
sempre superior a 24 horas. Apos a secagem, o arroz com o fungo é transferido manualmente
a embalagens de polipropileno com capacidade de aproximadamente 5,0 kg. Este material é
armazenado em camaras de congelamento, com temperatura em torno de -18 °C. A Figura 2.4
a, b, ¢, d demonstram como ¢€ realizado o processo de producdo do M. anisopleae em uma

biofabrica.
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Figura 2.4: (a) processo de esterilizagdo do substrato; (b) incubagdo do substrato
inoculado com o fungo M. anisopliae em prateleiras em camaras climatizadas e iluminadas;
(c) secagem do substrato cultivado apo6s 14 dias; (d) empacotamento do substrato cultivado
para ser comercializado ( imagens extraidas do Google).

Por esses motivos, no processo atualmente empregado, ha grande dificuldade de
producéo em grande escala. O aumento da producdo deste fungo torna-se necessario devido a
ampliacdo das areas de plantio de cana-de-agucar para atender ao crescente mercado de &lcool
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combustivel, e & diminui¢do das queimadas. Portanto, o desenvolvimento de um equipamento

que permita maior producgdo de M. anisopliae é necesséario.

2.6 Fermentacdo em estado sélido

De acordo com Casciatori et al. (2015), fermentacdo em estado solido € um processo de
cultivo que ocorre em um meio poroso, onde o conteldo de agua ndo deve exceder a
capacidade de retencdo do meio.

Dalsenter et al. (2005) propde que a FES deve reproduzir um ambiente adequado para o
crescimento fungico, principalmente ao filamentoso que produz enzimas extracelulares em
altas concentracgdes para hidrolisar os nutrientes da fase solida.

Casciatori et al. (2015) relatam que através da utilizacdo da FES em bioprocessos tem-se
obtido varios tipos de produtos como enzimas, acidos, polissacarideos, fungos, bactérias
aplicados em industrias de alimentos, farmacéuticas, cosméticos e pigmentos.

As vantagens da FES sobre a Fermentacdo Submersa sdo elevado rendimento em
produto, tecnologia simples, baixo custo de producdo, baixo gasto energético, maior
quantidade de produtos produzidos e maior transferéncia de oxigénio o que favorece
processos aerobios. Como maior desvantagem apresenta-se a dificuldade de ampliacdo da
escala de producéo, principalmente no controle dos biorreatores, devido aos problemas em se
controlar a temperatura, a ndo homogeneidade do meio, tempo de cultivo mais longo e a
restricdo a microrganismos adaptados a baixa disponibilidade de agua (MITCHELL e
LONSANE, 1992; RAIMBAULT, 1998).

De acordo com Schmidell et al. (2001), os fungos filamentosos sdo adaptados a
ambientes com baixa concentracdo de agua, desta forma sdo comumente utilizados em
pesquisas como culturas de Rhizopus, Trichoderma, Penicillium e Aspergillus, para
enriquecimento proteico visando alimentacdo animal e producdo de enzimas de aplicacGes
industriais, além de outros microrganismos para a producéo de bioinseticidas e de alcool.

No desenvolvimento do fungo, a umidade do meio € um fator importante, pois ela atua
no transporte de nutrientes e metabdlitos em forma dissolvida, além de manter o volume
celular ao ligar-se com moléculas de polidis, aclcares e enzimas (CROWE et al., 1982).

A quantidade de 4gua adequada para a fermentacdo de um substrato varia de acordo com
a composicdo do mesmo. A titulo de exemplo, os amilaceos (arroz, trigo, centeio, cevada,

milho e mandioca) fermentam entre 25 e 60% de umidade inicial e os celuldsicos (palhas,
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cascas, bagaco, farelos e outros) entre 60 a 80%, sem o aparecimento de agua livre (SOCCOL
1992; CASCIATORI, 2015).

A FES se adapta a varios tipos de organismos como fungos, leveduras ou bactérias,
devendo ser realizado um estudo prévio para se determinar a linhagem, o meio de cultura e
condi¢des ambientais como a temperatura, umidade e disponibilidade de oxigénio a serem
empregados na FES, segundo Schmidell et al. (2001).

Na FES, a fase sélida é fonte de nutrientes, carbono, nitrogénio, além de servir como
suporte para o crescimento dos microrganismos, devendo o substrato ndo apresentar
aglomeracéo das particulas individuais e o ar circula entre 0s espagos vazios a uma pressao
relativamente baixa, garantindo o desenvolvimento do microrganismo e a homogeneidade
térmica (COELHO, 2007). O meio deve, ainda, ser poroso e ter tamanho e formato adequado
para garantir o acesso do microrganismo (SCHMIDELL et al., 2001). Desta forma,
normalmente os materiais utilizados sdo fragmentados e de natureza granular ou fibrosa o que
permite a retencdo de dgua por higroscopia e capilaridade (CASCIATORI, 2015).

Vaérios tipos de substratos sdo utilizados na FES, como residuos agroindustriais, 0s
quais permitem que os fungos filamentosos penetrem neste substrato pela presenca de
turgescéncia na ponta do micélio (RAMACHANDRAN, 2004).

2.7 Biorreatores de FES

Na FES sdo utilizados biorreatores de bandeja, leito empacotado, leito fluidizado,
parafuso e tambor rotativo e, para uma escolha adequada, deve-se levar em consideracdo os
objetivos da fermentacdo, custos envolvidos no processo, facilidade de carga, descarga,
limpeza e manutencdo do equipamento, possibilidade de monitoramento e controle de
parametros do processo, caracteristicas do microrganismo empregado e a necessidade de um
sistema estéril. O biorreator deve ser de material indcuo, resistente a corroséo e ndo toxico
para o organismo, além de permitir aeracdo eficiente e manter a uniformidade e integridade do
substrato (RAGHAVARAO et al., 2003).

A interacdo biorreator-microrganismo deve ser tal que haja crescimento microbiano
adequado e sintese dos metabdlitos de interesse nas concentracdes desejadas. A titulo de
exemplo, pode-se dizer que os biorreatores de tambor rotativo permitem bom contato entre as
fases sdlida e fluida, mas que pode ser prejudicial por romper o micélio, comprometendo o

crescimento fungico e sua produtividade. Os de leito fixo ndo oferecem homogeneidade
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térmica e ha a probabilidade de ocorréncia de regibes com baixa aeracdo, interferindo na
velocidade e seletividade das reagdes (ASHLEY et al., 1999).

De acordo com Mitchell et. al. (2000), o biorreator de bandeja possui leito estatico com
aeracdo forcada no qual o substrato inoculado é acomodado em bandejas que podem ser de
madeira, plastico ou aco inox, como mostra a Figura 2.5, disposta em camaras com o ar
escoando paralelamente & superficie do leito. E um processo simples, mas com a desvantagem
de alto custo operacional, por ocupar uma grande area, e necessitar de elevada médo-de-obra

para prepara e manusear as bandejas.

Figura 2.5: Diagrama esquematico do biorreator tipo bandeja, (extraida de MITCHELL et al.,
2000)

Deve-se ainda observar que o biorreator de bandeja deve ser mantido em camara com
temperatura controlada para possibilitar a estabilidade térmica do sistema, uma vez que as
baixas taxas de aeracdo e baixa condutividade térmica do meio tornam dificil a dissipacédo do
calor (MITCHELL et al., 2000).

2.8 Ampliacdo de Escala de Biorreatores de FES

Segundo Laurentino (2007), a maioria dos trabalhos de FES se iniciam em escala
laboratorial, onde se pode controlar as condigdes operacionais, como a composicdo e umidade
inicial do substrato, temperatura, de modo a otimizar as condi¢Ges de cultivo. Mas ao se
transferir esse processo para biorreatores em escala comercial as condi¢des ideais sdo dificeis
de serem mantidas. 1sso ocorre devido a atividade microbiana que gera calor e a varia¢do da
umidade, decorrente da interacdo entre a matriz porosa e o ar percolante, resultando numa
baixa produtividade do reator. De acordo com Zhao et al. (2008), a ampliacéo de escala em
FES torna-se um desafio, devido as mudancas drasticas de aeracdo, umidade e temperatura,

sendo a transferéncia de calor o principal fator limitante, devido a baixa condutividade
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térmica dos materiais organicos e as baixas vazdes de ar, dificultando a remocdo do calor
metabolico.

De acordo com Mitchell et al. (2000), a dificuldade de controle da temperatura em
FES de leito fixo pode provocar o superaquecimento do meio com a queda da produtividade e
até mesmo a morte do microrganismo e danificar o produto formado no leito. Segundo
Ghildyal et al. (1994), durante os momentos de alta atividade metabolica do microrganismo, a
temperatura pode atingir 10° C acima do valor ideal de crescimento. Desta forma, a ampliacéo

de escala deve ser baseada na interacdo entre microrganismo-substrato-produto.

Isabella de Cengo Lopes



3 MATERIAIS E METODOS

27

Os ensaios deste trabalho foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Processos

e Biorreatores do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, com auxilio do

Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, ambos do IBILCE/UNESP.

3.1.  Microrganismo

Empregou-se a linhagem ICB 421 do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae, fornecida pelo Instituto Bioldégico de S&o Paulo. Antes do inicio dos
experimentos, fez-se um estoque da linhagem, em tubo de ensaio contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA). No tubo, apos o desenvolvimento do fungo, adicionou-se 6leo
mineral para formar uma camada protetora a colonia. O estoque foi mantido em freezer
doméstico e utilizado para repicagem em todos os ensaios. A repicagem foi feita por
picadas na superficie do meio de cultura BDA, utilizando-se uma alca de platina.

Para utilizacdo nos experimentos, foram efetuadas repicagens em Erlenmeyer
inclinados contendo 50 mL de BDA e incubados em cadmara DBO a 28 °C por 15 dias para
desenvolvimento do fungo e sua esporulacéo.

Nos experimentos realizados com arroz tipo 1, do fabricante Rosalito, quirera e
farelo de arroz, o inoculo foi preparado adicionando-se solucdo de Tween 80 a 0,1%. A
superficie da coldnia foi raspada com a ajuda da alca de platina e recolhida a um frasco e a

suspensdo de esporos foi utilizada como inoculo.

3.2.  Testes microbiolégicos em embalagens plasticas

Os ensaios fermentativos foram realizados em embalagens de polipropileno de 12 cm

x 20 cm acopladas a bocais de PVC de 3,6 cm de diametro, os quais foram preenchidos com

tampdes de algoddo envoltos por gaze, a fim de garantir a troca de gases e assegurar que nao

houvesse contamina¢do por outros microrganismos. Dentro de cada embalagem foi colocado

um arame na forma de espiral para facilitar a aeracdo, evitar a aglomeracdo do substrato e

para ndo colapsar na autoclavagem. Uma embalagem empregada na fermentacdo pode ser

vista na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Embalagem de polipropileno pronta para a fermentacéo.

A temperatura de cultivo foi fixada em 28 °C, definida por Pinto (2009) como 6tima
para o cultivo deste fungo. A granulometria do substrato foi variada empregando-se arroz tipo
1, quirera de arroz e farelo de arroz, e a umidade do substrato foi estabelecida adicionando-se
agua ao substrato seco.

Em cada embalagem plastica foram colocados 10 g de substrato seco, nos quais foi
inoculada a suspensdo flingica, na proporcao de 1x108 esporos/mL, em cada embalagem.

Ao final do processo, a extracdo dos conidios foi feita empregando-se solucdo Tween
80 a 0,1%. Em cada embalagem foi adicionado 50 mL de solugdo Tween 80, manipulando-se
as embalagens manualmente para o desprendimento dos conidios. A contagem dos conidios

foi feita em Camara de Neubauer em microscopia optica com lentes de 40x de aumento.

3.2.1 Producdo de M. anisopliae em diferentes umidades em arroz tipo 1
Os testes foram realizados em embalagens de polipropileno previamente descritas,
sendo que para cada tratamento foram realizadas 3 repetices independentes.
Foram estabelecidos quatro tratamentos para avaliar a melhor alternativa de
umidificacdo do substrato:
1. Substrato coberto com agua destilada por 10 minutos, seguido por esgotamento em
peneira e posterior autoclavagem;
2. Substrato coberto com agua destilada por 20 minutos, seguido por esgotamento em
peneira e posterior autoclavagem;
3. Adicdo de 7 mL de agua destilada ao substrato antes da autoclavagem;

4. Adicao de 7 mL de agua destilada ao substrato apds a autoclavagem;
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Antes e ap0s cada tratamento, a umidade dos gréos foi determinada em um analisador de
umidade MB 45 (Ohaus, Parispanny, EUA), que se baseia na secagem dos graos por radia¢do
infravermelha produzida por elemento halégeno.

Apo6s a autoclavagem, todas as amostras receberam 0,5 mL de suspensdo de inoculo e
foram armazenadas em camara DBO a 28 °C por dez dias ao abrigo da luz.

Apobs o periodo de incubagdo, as amostras receberam 50 mL de solu¢do Tween 80 para

obtencdo da suspensdo de conidios.

3.2.2 Efeito do tempo de cultivo e fotoperiodo sobre a producgao de esporos em arroz tipo 1
Nestes ensaios, foram adicionados 7 mL de agua destilada antes de autoclavar as

amostras de 10 g de arroz tipo 1, seguindo-se da adicdo de 0,5 mL de suspenséo de inéculo e
armazenamento em camara DBO a 28 °C, sendo retiradas amostras a partir do primeiro dia de
incubacgdo, seguindo-se de extracdo dos conidios com solucdo de Tween 80. As amostras que
foram condicionadas a fotoperiodo de exposi¢éo a luz, foram armazenadas em DBO a 28 °C
com fonte de luz uma lampada fluorescente, tipo luz do dia, de 800 Lumens, posicionada
verticalmente na porta da camara para garantir iluminacdo em todas as prateleiras.

As amostras para analise do efeito do fotoperiodo foram divididas nos seguintes
tratamentos:

1. 10 dias de exposicdo a luz continua;

10 dias de cultivo ao abrigo da luz;
5 dias de cultivo no escuro seguidos de 5 dias de exposicao a luz continua;
5 dias de exposicdo a luz continua seguidos de 5 dias de cultivo sem luz;

10 dias de cultivo no escuro seguidos de 5 dias de exposicao a luz continua;

© o~ w DN

10 dias de exposicao a luz continua seguidos de 5 dias de cultivo sem luz.
A Tabela 3.1 resume os regimes de fotoperiodo empregados e a denominacdo a eles

atribuida.
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Tabela 3.1: Efeito do cultivo do M. anisopliae em diferentes fotoperiodos para producéo

de conidios
TRATAMENTO Total de  Periodo sem Periodo com Porcentagem
tempo(dias) iluminagcdo  iluminacéo (dias) de
(dias) iluminagéo
1- 10E 10 0 10 0
2- 10C 10 10 0 100
3- 5E_5C 10 5 5 50
4- 5C_5E 10 5 5 50
5- 10E_5C 15 10 5 33,33
6- 10C_5E 15 10 5 66,66

Nos ensaios de fotoperiodo, prepararam-se trés repeticdes independentes para cada

tratamento, com trés réplicas para cada repeticéo.

3.2.3 Influéncia da granulometria do substrato

Nesse ensaio, comparou-se a producdo de conidios em trés granulometrias do substrato.

Para cada ensaio utilizou-se 10 g de substrato ao qual adicionou-se 7 mL de agua destilada

antes de autoclavar para as seguintes granulometrias: arroz do tipo 1, quirera de arroz e farelo

de arroz. A este ultimo, foi adicionado bagaco de cana-de-acUcar, de modo a estruturar o meio

de cultivo. Utilizaram-se 0,5 mL de suspenséo de indculo na concentragdo de 102 conidios/mL

para cada 10 g de substrato cru. A incubacdo foi realizada em camara DBO a 28 °C,

utilizando-se as composicdes apresentadas na Tabela 3.2. Para cada tratamento foram

realizadas trés repeticdes independentes, com trés réplicas para cada repeticéo.

Tabela 3.2: Composicdo dos substratos

Substrato

Composicao dos substratos

1

o o1 A WDN

10 g de arroz tipo 1 cru + 7 mL de agua

10 g de quirera de arroz cru + 7 mL de agua

10 g de farelo de arroz + 7 mL de a4gua

10 g de farelo de arroz + 7 mL de agua + 1 g de bagaco de cana-de-agucar
10 g de farelo de arroz + 7 mL de agua + 2 g de bagago de cana-de-acUcar

10 g de farelo de arroz + 7 mL de agua + 3 g de bagago de cana-de-acucar
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3.3.  Ensaios de ampliacéo de escala em embalagens de polipropileno

Como o processo de producdo industrial de esporos de M. anisopliae normalmente é
realizado em embalagens de polipropileno de 30 cm x 40 cm, alojadas em prateleiras em salas
climatizadas (OLIGOS BIOTEC, 2014), buscou-se reproduzir este procedimento em
laboratorio. Para tanto, as embalagens foram acoplados bocais de PVC de 8 cm de diametro,
0s quais foram preenchidos com tampéo de algod&o envolto por gaze, a fim de garantir a troca
de gases e assegurar que ndao houvesse contaminacdo por outros microrganismos. Dentro de
cada saco fermentador, foram colocados dois arames na forma de espiral para facilitar a
aeracdo e evitar a aglomeracao do substrato, conforme pode ser visto na Figura 3.2.

Nestes ensaios foram empregados como substrato arroz tipo 1 e quirera de arroz, com
massa de 0,5 kg, ao qual foram adicionados 350 mL de agua destilada antes de autoclavar.
Apds autoclavagem e resfriamento, o substrato recebeu 25 mL de solucio inoculo com 108
conidios/mL.

Durante o periodo de fermentacdo foram acompanhadas as medidas de temperatura do
ar dentro da embalagem plastica através de acoplagem de termopar em meio ao substrato. O
sensor foi conectado a um sistema de aquisicdo de dados COMPAQ-DAQ (NATIONAL
INTRUMENTS, AUSTIN, EUA), o qual foi conectado a um computador e gerenciado por
uma rotina do software Labview 8.5 (NATIONAL INTRUMENTYS).

Figura 3.2: Embalagens de polipropileno de maior dimenséo

As embalagens ficaram acondicionadas em camara DBO a 28 °C por 10 dias ao abrigo
da luz ou com exposicdo continua a luz, sendo empregados dois tipos de tratamento, um em
repouso por todo o periodo de fermentacdo e outro com a manipulagdo diaria da embalagem a

partir do 5° dia de fermentacdo.
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Ap0s este periodo, o material fermentado foi transferido para um recipiente maior, onde
adicionaram-se 2,5 L de solu¢cdo Tween 80 a 0,1%, sendo realizado a homogeneizagdo
manual para o desprendimento dos conidios. Desta suspenséo foi retirada uma amostra para
contagem dos conidios.

3.4. Testes de viruléncia

Neste ensaio, foram seguidas as orientacBes do Instituto Bioldgico, utilizando-se
lagartas de broca de cana-de-aclUcar (D. flavipennella) no 2° instar, provenientes dos
laboratdrios das biofabricas Oligos Biotec (So José do Rio Preto-SP) e Agrobio (Novo
Horizonte-SP), as quais foram mantidas em condi¢Ges de cultivo controladas (272 °C;
70£10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas), sob dieta artificial, constituida
basicamente de farelo de soja, germe de trigo, acucar, sais de Wesson, acido ascorbico,
solucgdo vitaminica e anticontaminantes. (LOUREIRO & MONTEIRO, 2005)

Esporos de M. anisopliae foram retirados com solucdo Tween 80 a 0,1% das
embalagens plasticas, nas quais o fungo foi cultivado sob diferentes condic6es, conforme se
descreve a seguir. A quantidade de conidios foi determinada em Camara de Neubauer e
ajustadas a concentracdes de 108 107, 108 conidios/mL. As suspensdes de esporos foram
empregadas para borrifar as lagartas com um borrifador domeéstico. Os esporos foram
provenientes de cultivos realizados em arroz tipo 1 sob condi¢cdes variadas de luminosidade,

conforme Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Tempo e fotoperiodo de cultivo de conidios de M. anisopliae utilizado no teste de

viruléncia da broca de cana-de-agutcar (D. flavipennella)

Tratamento Fotoperiodo

1 7 dias no escuro

2 8 dias no escuro

3 9 dias no escuro

4 10 dias no escuro

5 10 dias no claro

6 5 dias escuro + 5 dias claro
7 5 dias claro + 5 dias escuro
8 15 dias escuro

9 15 dias claro

10 10 dias escuro + 5 dias claro
11 10 dias claro + 5 dias escuro

Para cada tratamento, utilizaram-se trés repeticbes com quinze lagartas cada,
totalizando 45 lagartas por tratamento.

Os tratamentos foram acondicionados em camara DBO a 26° C, por um periodo de 15
dias, sendo acompanhado diariamente o nUmero de lagartas mortas para cada tratamento.

Para avaliar se toda a suspensdo de esporos aspergida sobre as lagartas atingiram o
alvo, foi realizado um teste no qual foi utilizado papel filtro, o borrifador, solucdo Tween 80 a
0,1%, solugdo de esporos na concentragdo de 108 esporos/mL e trinta lagartas distribuidas em
trés repeticdes. Os papeis de filtro foram pesados em balanca analitica primeiramente, sendo

novamente pesado com as cinco lagartas e a solu¢do empregada e apos a retirada das lagartas.

3.5  Ensaios de ampliacdo de escala em biorreator de bandeja

Um biorreator de bandeja foi projetado e construido para o processo de crescimento do
fungo Metarhizium anisopliae ICB 421 em meio sélido. A bandeja desenvolvida foi de
aluminio e possui dimensdes de 40 cm de comprimento, 29 cm de largura e 12 cm de altura, o
esquema do biorreator pode ser visto na Figura 3.3. Com uma entrada e uma saida de ar,

tampa superior e gaveta externa, permite 0 monitoramento de temperatura dentro do
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biorreator e na entrada e saida de ar. No interior do biorreator contém uma placa de aluminio
com furos de 0,05 cm cada e com espacamento entre eles de 0,5 cm, onde é anexado 0s
termopares para monitorar temperaturas, essa placa é utilizada para orientacdo do meio
geométrico do meio de cultivo e do meio geométrico do headspace, a placa é movel,
possibilitando medir temperaturas em diferentes posi¢des, porém, no presente trabalho a placa
foi posicionada no centro geométrico da bandeja.

O sistema de suporte do biorreator de bandeja possui conexdes acopladas para entrada
e saida de ar. O ar neste sistema foi fornecido por um compressor: antes de entrar no
biorreator, o ar passa por um filtro ceramico e em seguida atravessa um filtro com algodao
para retirada de impurezas e contaminacdo. A vazdo do fluido é medida com rotdmetro
(Dwyer Instruments,MMA-22, USA). O ar percola uma coluna de umidificacdo, recheada de
esferas de vidro e preenchida com agua destilada estéril e em seguida passa por um filtro de
membrana microbiolégico com (Midisart® 2000 In-Line Air Filter) apos o que é conduzido
ao interior da bandeja do biorreator, onde passa através do headspace, escoando
paralelamente a superficie do leito de arroz. O biorreator e a coluna de umidificacdo do ar séo
colocados em camara DBO durante a fermentacao.

Para monitoramento da temperatura no leito, foram utilizados quatro termopares do
tipo T localizados na entrada e na saida de ar, no centro geomeétrico do substrato e no
headspace. Os termopares foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados COMPAQ-
DAQ (NATIONAL INSTRUMENTS), gerenciado por uma rotina elaborada em ambiente
LabView (NATIONAL INSTRUMENTS).

Figura 3.3: Esquema do Biorreator de bandeja (CUNHA, 2016)

40 cm

Os substratos foram preparados em embalagens plasticas, sendo que em cada
embalagem foram adicionados 500 g de substrato, acrescidos de 350 mL de agua destilada
para umidificagdo. Em seguida, as embalagens com o substrato e a agua foram lacradas e
submetidas a esterilizagdo em autoclave por 35 minutos a 121 °C. Apos a esterilizacdo, o

material foi submetido ao resfriamento até temperatura ambiente. No momento da inoculag&o,
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as embalagens foram abertas em cadmara de fluxo laminar para adi¢cdo de 25 mL de solugéo
inoculante com concentragdo de 108 esporos/mL. Com adigdo da solugdo inoculante o meio
ficou com 58% de umidade em base Umida. Realizada a homogeneiza¢do do indculo no
substrato dentro das embalagens plasticas, o material foi distribuido para a bandeja, formando
uma camada uniforme. A bandeja fora previamente esterilizada por imersdo em agua clorada
(70 litros de &gua com 1 litro de cloro) por, no minimo, 24 horas antes do inicio do processo.
Com o substrato na bandeja devidamente tampada, a mesma fora encaixada em sua
gaveta externa e transferida para a camera DBO a 28°C por 10 dias. As espessuras de meio de
cultivo com arroz tipo 1 utilizadas para fermentacdo foram de 2 e 4 cm, correspondendo a 1 e
2 kg, respectivamente. Ao término da fermentacdo, foram preparados 5 L de solugdo Tween
80 para cada 1 kg de substrato. Essa solucdo foi adicionada ao substrato, seguindo-se de
homogeneizacdo manual para o desprendimento dos esporos. Desta suspensdo, foram

retiradas amostras para contagem dos esporos com auxilio de cAmara de Neubauer.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Producéo de M. anisopliae em diferentes procedimentos de umidificagio

Nestes ensaios para determinacéo do procedimento adequado de umidificagédo do meio
de cultivo do M. anisopliae, foram avaliadas quatro situacdes de preparo do substrato, sendo
determinada a umidade do arroz tipo 1 ap6s o tratamento inicial e a avaliagdo da producéo de
conidios. A Tabela 4.1 sistematiza os resultados obtidos. Pode-se notar que a producéo de
conidios esta relacionada a umidade do substrato ap6s o processo de autoclavagem, sendo
verificada maior producdo no tratamento em que se adicionou agua destilada antes do
processo de autoclavagem (Tratamento 4), ndo havendo periodo de imersdo prévia do

substrato, nem retirada da agua excedente.

Tabela 4.1: Efeito do método de preparo do substrato sobre a umidade final do arroz tipo | e

sobre a producéo de conidios.

Quantidade de conidios x

108/mL
Umidade do arroz Fotoperiodo
Tratamento do substrato :
Antes de Depois de
Claro Escuro

autoclavar autoclavar
1. Imersdo por 10min 22,67% 23,94% 0,2835+0,04 0,1775+0,02
2. Imersdo por 20min 28,67% 37,51% 0,1355+ 0,07 0,4625 + 0,05
3. 10g de substrato cru +7

ml de agua destilada  47.1%* 61,70% 1,2+0,24 1,45+0,32

antes de autoclavar
4. 10g de substrato cru +7
depois de autoclavar
*Essa umidade corresponde a umidade do arroz acrescido da umidade da dgua adicionada

Provavelmente, a adicdo de agua ao arroz antes da autoclavagem resultou em melhora
da textura do substrato, uma vez que a agua intersticial age como um meio de transporte de
calor mais eficiente do que o ar, de modo que a etapa térmica de autoclavagem tornou o0s
grdos mais propicios ao ataque dos fungos. O mesmo ndo ocorreu quando os grdos foram
imersos previamente em agua, pois, aparentemente, a dgua nao teve tempo suficiente para
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entumecer 0s graos e, como 0 excesso de agua foi removido do arroz, somente uma pelicula
permaneceu aderida a sua superficie, ndo sendo esta gua residual tao eficiente para a troca de
calor do que a &gua liquida nos poros observada no Tratamento 3.

De acordo com Jenkins et al. (1998) a cada combinagéo de substrato com um isolado,
deve-se testar o teor 6timo de umidade para o crescimento e producdo de conidios do fungos
selecionado, visto que a umidade é um fator determinante na producdo de conidios, embora a
determinacéo deste parametro possa ser complexa.

No entanto, ndo apenas a umidade parece ser um fator determinante, mas também a
forma de preparo do substrato, uma vez que o processo de amolecimento do arroz através do
Tratamento 3 provavelmente fez com que o amido se gelatinizasse, tornando o gréo de arroz
sucetivel ao ataque das enzimas do fungo. No entanto, ha que se encontrar o limite maximo de
agua a ser adicionado ao meio de cultivo, de modo a ndo bloquear os poros intersticiais, o que
dificultaria as trocas gasosas, comprometendo o metabolismo microbiano.

Desta forma, os demais ensaios adotaram o procedimento do Tratamento 4 no preparo

do substrato.

4.2  Influéncia do tempo de cultivo sobre a producéo de conidios

Na Tabela 4.2 e na Figura 4.1 sdo apresentados os resultados da producédo de conidios
em funcdo do tempo de cultivo do fungo. Nesta tabela, a coluna Aumento de Producédo indica
0 acréscimo de producao de conidios de um determinado dia em relacdo ao dia imediatamente

anterior.

Tabela 4.2: Quantidade de conidios produzidos em funcdo do tempo de cultivo para
experimentos realizados no escuro

Dia  Quantidade de conidio x 108/mL Aumento de producdo(%)*

1° 0+0

2° 0,25+0,25

3° 1,85+ 0,25 640,0
40 2,48 £ 0,32 34,0
5° 2,9+0,18 16,94
6° 3,82 +£0,38 31,73
7° 4,48 +0,6 17,28
8° 5,16 £0,8 15,18
90 5,86 +£0,9 13,57
10° 6,4 + 0,64 9,22
11° 6,6 +0,72 3,13

*(%): Aumento em porcentagem relacionado ao dia anterior
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Figura 4.1: Producdo de conidios sob condi¢Bes de auséncia de luz continua em funcéo dos
dias de cultivo

7,00E+08
6,00E+08
5,00E+08
4,00E+08
3,00E+08
2,00E+08
1,00E+08

0,00E+00 44

1 2 3 45 6 7 8 91011

e conidios

dias

De acordo com os dados da Tabela 4.2 e da Figura 4.1 é possivel visualizar tendéncia
de estabilizacdo na producdo de conidios a partir do nono dia de fermentacdo a partir do qual
0 ritmo de crescimento se torna menos intenso. Sugere-se uma melhor avaliacdo em ambiente
industrial de se estender o periodo de cultivo de 9 para 10 dias, quando se observa um
crescimento de 9,22% na quantidade de conidios produzidos, depende dos custos diarios
envolvidos na manutencdo das condigdes de cultivo, os quais se limitam basicamente aos de
refrigeracdo do ambiente e de testes em ambiente industrial. Também devem ser consideradas
as limitacdes da capacidade de producdo da empresa e a demanda pelo produto. Outro aspecto
a nortear a decisdo sobre o tempo de cultivo é a viruléncia do microrganismo, como se vera

mais detalhadamente no item 4.5 desta dissertacao.

4.3  Efeito do fotoperiodo e da composicéo do substrato

Na Tabela 4.3 é apresentado os resultados da producdo de conidios para os quatro

fotoperiodos e duas granulometrias empregadas.
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Tabela 4.3: Influéncia do fotoperiodo sobre a producdo de esporos para diferentes cultivos

nos substratos arroz tipo 1 e quirera em 28° C.

) Média DP
Tratamento | Substrato Fotoperiodo
(108/mL) (108/mL)
1 10 dias no escuro 5,722 0,80
2 10 dias no claro 6,842 0,74
3 5 dias escuro + 5 dias claro 5,902 4,06
4 5 dias claro + 5 dias escuro 3,00° 2,06
Arroz i
5 15 dias escuro 6,992 0,15
6 15 dias claro 7,144 0,17
7 10 dias escuro + 5 dias claro 6,392 0,72
8 10 dias claro + 5 dias escuro 6,51 0,34
9 10 dias no escuro 6,652 1,04
10 10 dias no claro 7,718 0,7
11 ) 5 dias escuro + 5 dias claro 4,52 0,7
Quirera i i

12 5 dias claro + 5 dias escuro 6,41% 0,86
13 10 dias escuro + 5 dias claro 7,848 0,68
14 10 dias claro + 5 dias escuro 8,328 0,2

(*) As letras indicam que ha diferenca estatistica entre as medias pelo teste de Tuckey a 85%

de indice de significancia.

Observa-se na Tabela 4.3 que o uso da quirera resultou em maior producao de esporos,
0 que certamente esta relacionado ao aumento da area superficial do substrato, uma vez que o
didmetro das particulas da quirera sdo menores que a das do arroz tipo 1.

O preparo e manipulacdo dos dois tipos de substratos ndo apresentaram nenhuma
diferenca ou dificuldade especifica, mas deve-se levar em consideracdo o preco de mercado
de cada tipo de substrato, uma vez que o arroz tipo 1 possui um preco de mercado superior,
cerca de trés vezes acima da quirera de arroz (CORRETORA MERCADO, 2015).

Quanto ao efeito do fotoperiodo, na Tabela 4.3 observa-se que ndo ha diferenca
estatistica entre as médias para o arroz tipo 1 e que para a quirera, 0S tratamentos com
alternéncia de periodos claro-escuro sdo menos favoraveis a produgéo de conidios. Para arroz
tipo 1 também foram realizados ensaios com 15 dias de cultivo uma vez que este € o tempo

naturalmente empregado nas biofabricas. Embora seja possivel observar-se aumento na
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média das concentracdes de esporos produzidas em relagdo aos produzidos com 10 dias de
cultivo, ndo ha diferenca estatistica entre ambas as médias, seja para o tratamento claro ou
para escuro. Assim, sugere-se aos produtores industriais de esporos a realizar testes em
ambiente industrial para melhor avaliar os resultados alcangados em laboratdrio na tentativa
de empregar a producao em 10 dias na auséncia de luz.

Ensaios realizados por Roveda Jr. (2008), medindo o diametro de crescimento das
colbnias em placas de Petri em meio de cultura BDA, utilizando os mesmo fotoperiodos desta
dissertagdo, mostraram que a luz afeta negativamente o crescimento radial de algumas
colbnias nos tratamentos 10E_5C e 10C 5E, assim como no tratamento Claro. Roveda Jr.
(2008) verificou o efeito deletério da luz em uma pequena parcela das coldnias avaliadas nos
tratamentos 10E_5C e 10C_5E, representando 16,7% do total de col6nias, enquanto que para
o tratamento Claro, dois tergos das coldnias tiveram o crescimento interrompido.

A fonte de luz utilizada nos ensaios desta dissertacdo foi lampada fluorescente de 800
Lamens, a qual ndo provoca ressecamento dos substratos, pois ndo gera quantidades elevadas
de calor que possam provocar gradientes térmicos significativos no interior da camara DBO.
O que pbde ser visualizado foi um aumento na superficie esverdeada o que indica um
aumento no metabolismo fungico, o qual provoca uma aceleragdo na absorcdo de agua para
desenvolver os conidios. Neste processo ocorre a producdo de melanina, pigmentacéo
importante na protecao das estruturas fungicas, principalmente no periodo de esporulacéo.

Matos (1983) observou que a luz continua aumenta a esporulacdo de M. anisopliae,
enquanto que a sua auséncia incentiva o desenvolvimento micelial e a luz alternada produz
efeitos intermediario aos outros dois tratamentos. Outros estudos demonstraram a necessidade
de uma iluminacao ao longo de 144 horas para se obter uma esporulacédo abundante (MATTA
E OLIVEIRA, 1978; MATOS, 1983).

Os ensaios com o farelo de arroz foram conduzidos apenas no fotoperiodo escuro,
sendo os resultados apresentados na Tabela 4.4. Considerando-se que o preco de mercado do
farelo é praticamente 0 mesmo da quirera e que hd uma etapa adicional de mistura do farelo
ao bagaco, ndo parece ser interessante o uso deste substrato, uma vez que a quantidade de
conidios produzida é praticamente igual a do arroz tipo 1 nas mesmas condicGes. A adicdo de
bagaco de cana-de-acucar ao farelo ndo resultou em aumento na producéo de conidios, o que
poderia ser esperado devido ao aumento da porosidade do meio, melhorando as condicGes de

aeracao.
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Tabela 4.4: Producéo de conidios no substrato farelo de arroz

Composigdo do substrato  Quantidade de conidio x 108/mL

10¢g 6,08 + 0,69
10 g + 1 g de bagaco 6,00 + 2,50
10 g + 2 g de bagaco 3,88 +£1,70
10 g + 3 g de bagaco 2,80 £ 0,56

4.4  Ampliacéo de escala em embalagens de polipropileno de maior dimensao

A Tabela 4.5 apresenta os resultados da concentracdo de conidios em arroz tipo 1
produzidos em auséncia de luz, para condigdes de repouso durante os dez dias de cultivo e de
manipulacdo do meio a partir do quinto dias de fermentacdo. Embora haja diferencas
expressivas nas medias para os tratamentos empregados, a dispersao dos resultados é grande,
de modo que ndo ha diferenga significativa entre as médias. Em geral, os resultados séo
inferiores para o material manipulado, o que em termos de producéo industrial € um resultado
positivo, pois evita a necessidade de se manipular o material diariamente.

Comparando-se os resultados entre as embalagens de pequena capacidade, 10 g, com 0s
de maior capacidade, 500 g, nota-se que as médias das concentracdes de conidios para arroz
tipo 1 ndo diferem estatisticamente, enquanto que as médias para quirera diferem a um nivel
de 95% de significancia, tanto para o tratamento escuro quanto para o claro. Possivelmente o
meio de cultivo com quirera de arroz formou poros mais estreitos, dificultando a circulacao de
ar e comprometendo as atividades metabdlicas do fungo, uma vez que menos circulacdo de ar
significa mais dificuldade de remocéao do calor gerado metabolicamente e baixo fornecimento

de O, e remocdo deficiente de CO..

Tabela 4.5: Concentracdo de conidios em embalagens de maior dimensdo com substrato arroz

tipo 1, nas condi¢des em repouso e manipulada durante o periodo de fermentagéo (*).

Manipulado a partir do 5°

Fotoperiodo Repouso dia
Média DP Média DP
(10%mL)  (10%/mL)  (10%/mL) (108/mL)
Escuro 3,632 2,49 2,212 1,15
Claro 5,392 4,91 3,442 2,02

(*) Médias seguidas de letras iguais indicam que ndo h& diferenca significativa pelo teste de

Tuckey a 95% de indice de significancia.
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Tabela 4.6: Médias das concentracdes de conidios (108/mL) produzidos em embalagens

plasticas contendo 10 g e 500 g de arroz e quirera para o0s tratamentos claro e escuro

Embalagem de 10 g Embalagem de 500 g

Média DP Média DP

Arroz Escuro 5,728 0,81 3,632 2,49

Claro 6,84? 0,74 5,392 4,91

. Escuro 6,652 1,04 1,43° 0,83
Quirera b

Claro 7,718 0,7 2,27 0,7

Com relacdo aos nutrientes presentes nos dois substratos, de acordo com Storck (2004) e
Generoso et al. (2008), pode-se observar que o Unico nutriente cujo valor difere
expressivamente € a Fibra a qual se encontra em quantidade maior no arroz branco, o que
pode ter influenciado a estrutura do meio de cultivo apds o processo de autoclavagem, uma
vez que 0 arroz se apresentou pouca modificacdo, apenas um pequeno amolecimento dos
grdos, enquanto a quirera apresentou maior amolecimento, provocando aglomeracdo dos
gréos. Tal caracteristica provavelmente dificultou a circulacdo de ar nas embalagens de maior
capacidade.

Na Tabela 4.7 sdo apresentados os resultados da analise de Tuckey dos resultados obtidos
na fermentacdo do fungo Metarhizium em escala ampliada, relacionando os substratos arroz
tipo 1 e quirera e a condicionante em repouso e manipulado a qual a fermentacdo em arroz

tipo 1 foi submetido.

Tabela 4.7: Analise estatistica dos resultados obtidos na fermentacdo do fungo Metarhizium

em escala ampliada nos substratos arroz tipo 1 e quirera

Fonte Soma dos Estatistica
Grau de Quadrado . -
: Liberdade quadrados médio de Fisher Probabilidade
Substrato  Condicéo dos residuos calculada
Arroz ~ |CPOUSO€ 1 0,266 0,266 0,52 0,512
manipulado
Arroz e
. repouso 1 1,115 1,115 2,20 0,212
Quirera
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De acordo com os dados obtidos na analise, pode-se observar que a fermentacéo ocorrida
no substrato arroz tipo 1 nas condicionantes em repouso e manipulado sdo iguais
estatisticamente, resultado relevante ao se considerar 0s gastos em termos de producdo
industrial designados a manipulacdo das embalagens plésticas durante o periodo de
fermentacdo o qual foi comprovado nesta analise laboratorial, desnecessarios.

Com relacdo ao emprego do substrato quirera, as andlises estatisticas também foram
iguais, resultado este de grande importancia em termos de producdo industrial, pois o
substrato quirera possui um preco de mercado inferior ao arroz tipo 1. Desta forma, sugere-se
analises em ambiente industrial para verificar se a tendéncia dos resultados serdo equivalentes

de acordo com o0 método de produgdo em uma biofabrica.

4.5 Teste de viruléncia

De acordo com dados obtidos par aplicagdo dos esporos de fungo sobre D.
flavipennella, com esporos provenientes das diferentes condigdes de cultivo, que podem ser
observados na Figura 4.4, a maioria dos tratamentos atingiram 100% de efetividade em um
periodo inferior a dez dias, sendo que os tratamentos com maior concentracdo de esporos

foram mais eficazes.

Figura 4.4: Porcentagem de letalidade das lagartas de broca de cana-de-acucar (D.
flavipennella) de acordo com o fotoperiodo utilizado na producdo dos esporos e a

concentracdo de conidios da solucao borrifada.
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A Tabela 4.8 apresenta a analise de varidncia a 95% de indice se significAncia
relacionando o fotoperiodo utilizado na producdo dos conidios e a concentracdo de conidios
utilizado na preparacdo da solucdo empregada nas lagartas de broca de cana-de-acgtcar (D.
flavipennella).

Tabela 4.8: Anélise de Tuckey da letalidade das lagartas de broca de cana-de-agucar (D.
flavipennella) relacionada com as concentragdes de esporos utilizados como tratamento e a

qualidade do esporo na letalidade produzido por diferentes fotoperiodos

Soma dos o
Estatistica
Graude quadrados Quadrado ) o
Fonte ) ) de Fisher  Probabilidade
Liberdade dos médio
] calculada
residuos
Concentracéo de
2 0,2276 0,01138 2,30 0,118
esporos
Esporos produzidos
4 0,02423 0,00606 0,75 0,578
no escuro
Esporos produzidos
1 0,01827 0,01827 4,53 0,100
no claro
Esporos produzidos
em alternancia de 1 0,000067  0,000067 0,20 0,678
10 dias
Esporos produzidos
em alternancia de 1 0,0000000 0,0000000 * *
15 dias
Esporos produzidos
10 dias escuro e 10 1 0,00206 0,00206 1,00 0,374
dias claro
Esporos produzidos
15 dias escuro e 15 1 0,03259 0,03259 16,49 0,015

dias claro
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Tabela 4.9: Porcentagem de letalidade das lagartas de broca de cana-de-agucar (D.

flavipennella) acumulada por dia de exposi¢do aos conidios de M. anisopleae na concentracao

de 1x108 conidios/mL

_ 7 & 9 10° C- C- E- B5E5 5C5 10E_ 10C_
P® Ga  dia  dia  dia 10d 15 15 C E 5C 5E

1 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

2 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

3 22 67 111 00 00 00 89 00 22 00 00

4 200 244 244 244 67 13,3 200 89 133 244 89

5 311 37,8 289 31,1 267 200 40,0 26,7 400 444 244
6 444 444 400 422 333 333 467 533 600 467 46,7
7 556 511 556 556 51,1 600 689 756 667 733 667
8 622 711 733 756 711 667 822 911 756 889 756
9 689 778 911 933 889 800 1000 956 844 956 93.3
10 733 77,8 1000 1000 889 88,9 1000 956 97,8 100,0 100,0

Tabela 4.10: Porcentagem de letalidade das lagartas de broca de cana-de-agucar (D.

flavipennella) acumulada por dia de exposicdo aos conidios de M. anisopleae na concentragédo

de 1x107 conidios/mL

_ 79 8 9 10° C- C- E- B5E5 5C5 10E_ 10C_
P® Gia  dia  dia dia 1od 154 15d  C E 5C 5E
1 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
2 00 111 00 00 00 00 00 00 00 00 00
3 133 200 200 156 67 89 200 200 156 289 67
4 31,1 267 289 222 111 244 356 333 356 533 400
5 31,1 400 37,8 333 222 40,0 467 556 422 622 511
6 489 422 556 46,7 444 444 600 733 578 7Ll 622
7 667 622 644 667 489 467 733 956 689 9L1 80,0
8 778 778 778 778 756 689 889 1000 867 1000 933
9 822 933 822 889 822 889 1000 1000 978 1000 97.8
10 1000 1000 1000 1000 1000 88,9 1000 1000 1000 1000 100.0
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Tabela 4.11: Porcentagem de letalidade das lagartas de broca de cana-de-aglcar (D.
flavipennella) acumulada por dia de exposicdo aos conidios de M. anisopleae na concentracao
de 1x108 conidios/mL

7 8 9 10° C- C- E- BE5 5C5 10E_ 10C_
dia dia dia dia 10d 15d 15d C E 5C 5E

Dia

1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2 422 444 444 89 89 200 200 44 0,0 0,0 0,0

3 444 533 556 111 133 244 200 222 200 289 89

4 489 66,7 66,7 333 200 333 244 444 333 489 356
5 578 778 733 444 333 333 311 689 533 733 66,7
6 66,7 822 778 46,7 37,8 400 46,7 911 689 756 800
7 778 889 889 822 778 711 933 978 778 91,1 933
8 778 978 889 839 800 778 1000 1000 86,7 100,0 1000
9 86,7 100,0 889 89 911 778 1000 100,0 100,0 100,0 100,0
10 1000 100,0 100,00 1000 1000 77,8 100,0 1000 1000 1000 100,0

Estatisticamente os resultados sdo iguais, mesmo sendo observada uma tendéncia do
tratamento com concentracio a 1x10® esporos/mL ser inferior aos tratamentos de
concentragdo 1x107 e 1x108 esporos/mL conforme as Tabelas 4.9, 4.10 e 4.11, nas quais S30
demonstradas a letalidade das lagartas de broca de cana-de-agUcar por meio da porcentagem
da letalidade acumulada por dia de exposi¢cdo da lagarta aos conidios do fungo. Nota-se ainda
que h& uma tendéncia de menor letalidade para conidios produzidos com sete dias de cultivo.
A viruléncia do microrganismo esta relacionada com o amadurecimento dos conidios, uma
vez que durante o processo de crescimento e desenvolvimento do microrganismo ocorre
inicialmente a formacdo da colbnia para posterior formagdo das estruturas de reproducao.
Assim, suspeitou-se que 0s conidios produzidos nos estagios iniciais do cultivo ndo teriam
armazenado o0s nutrientes em concentracdes suficientes para que pudessem germinar
satisfatoriamente ao encontrar o hospedeiro. Devido a grande dispersdo dos resultados, ndo
foi possivel a comprovacdo estatistica desta suposicdo, sendo necessarios estudos mais
intensivos para sua melhor avaliacao.

Considerando-se que a partir do 8° dia de cultivo ha 100% de letalidade na maior
quantidade dos tratamentos, a decisdo de cultivar os fungos por periodo superior deve ser
decidida pela concentracdo de conidios. Como verificado na secdo 4.2 desta dissertacdo, a

quantidade de conidios produzidos tendem a estabilizar-se apds o 9° dia de cultivo.
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4.6  Ensaios em Biorreator de Bandeja

Visualmente, ndo foi observado ressecamento da superficie do meio de cultivo, o que
poderia ocorrer caso 0 ar ndo estivesse saturado na entrada do fermentador. O constante fluxo
de ar permitiu a troca de gases e de calor produzido dentro do biorreator, proporcionando

crescimento uniforme em toda a espessura da camada de substrato como mostra a Figura 4.5.

Figura 4.5: Fotografia da superficie do biorreator de bandeja carregado com 1kg de arroz tipo

1 ap6s fermentacdo (a) e uniformidade das colénias na espessura do meio de cultivo (b).

(b)

A quantidade de conidios produzidos com cargas de substrato de 1 kg e 2 kg de arroz
tipo 1 mostram que o biorreator conseguiu oferecer condi¢es adequadas para o crescimento
fungico com altura de 4 cm de camada de substrato como pode ser observado na Tabela 4.10,

devido a aeracéo e troca de calor adequadas.

Tabela 4.12: Producéo de conidios em diferentes pesagens do substrato arroz tipo 1.

Massa de substrato (kg)  Produc&o de conidios x 108  Altura do substrato na caixa
1 3,62+1,44 2cm
2 3,32 4 cm

Os testes no biorreator foram comparados a producdo em embalagem plastica de arroz
tipo 1 com intuito de se avaliar a eficiéncia de producdo em biorreator. Os resultados obtidos

no biorreator podem ser visualizados na Tabela 4.13.
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Tabela 4.13: Resultado obtido na fermentacdo nos trés tipos de recipientes utilizados

Recipiente Quantidade de conidios/mL
Embalagem pléstica de escala ampliada - 500 g 3,62 x 108
Embalagem pléastica de escala menor — 10 g 6,32 x 108
Biorreator de bandeja — 1 kg 3.62 x 108
Biorreator de bandeja — 2 kg 3,32 x 108

Figura 4.6: Comparativo estatistico da producéo de conidios do fungo Metarhizium anisopliae

em diferentes escalas
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Através da analise de Tuckey destes dados foi possivel observar que os valores obtidos
sdo estatisticamente iguais comprovando que o biorreator de bandeja desenvolvido apresentou
bom desempenho em termos de producdo de conidios, quando comparado com os resultados
obtidos em embalagem plastica de maior dimensdo. De acordo com a estrutura elaborada, o
biorreator permite 0 aumento na sua capacidade de producdo, favorecido pela sua praticidade
operacional e a exigéncia de pouco espaco fisico para a sua acomodacdo, quesito este
contrario a producdo em embalagens plastica, que requer estrutura ampla para acomodacao

das embalagens em prateleiras.
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5 CONCLUSOES

Os objetivos propostos para este trabalho foram atingidos, uma vez que foram

identificadas as condigdes mais favoraveis a producdo dos conidios de Metarhizium

anisopliae e que o biorreator de bandeja desenvolvido foi capaz aumentar a escala de

producéo.

As principais conclusdes que podem ser destacadas sdo

A producéo na auséncia de luz é estatisticamente eficiente, produzindo quantidade
consideravel de conidios tanto em escala de menor capacidade, quanto na de
maior, possuindo acdo de viruléncia estatisticamente igual aos outros
fotoperiodos. Fator este importante numa producdo industrial onde ndo seria
necessario manter o cultivo em ambientes iluminados, como ocorre nos dias
atuais, permitindo uma economia em gastos com energia elétrica.

A producéo de conidios se torna estavel a partir do 9° dia de crescimento fungico e
seus conidios estdo aptos para o0 processo de adesdo e invasdao do inseto
hospedeiro, ficando a critério do fabricante determinar sua eficacia através da
concentracdo de conidios em solucdo, resultado este importante para viabilizar
uma producdo em escala industrial.

Outro fator importante para uma producdo industrial € o fator de manipular o
substrato durante o periodo de cultivo o qual foi comprovado estatisticamente acéo
desnecessaria e, até mesmo prejudicial ao desenvolvimento flngico.

O cultivo em embalagens com pouco substrato produz mais conidios do que em
embalagens com maior quantidade de substrato, devido a melhores condigdes de
troca de calor, fator este melhor observado na utilizacdo do substrato quirera que
apresentou melhores resultados na producdo em embalagens de menor capacidade
e pode ser considerado uma opc¢ao de substrato estatisticamente viavel.

E a utilizacdo do biorreator de bandeja, que apresentou resultados consideraveis
para producdo em escala ampliada, principalmente por ser uma alternativa de

maior praticidade.
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