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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produ¢do de esporos do fungo
Metarhizium anisopliae IBCB 425 em CES, substituindo o arroz por um residuo
sélido agroindustrial, otimizando as condigdes de cultivo, avaliando a qualidade
dos esporos produzidos e os custos de produg¢do no substrato alternativo. Os
residuos empregados inicialmente foram: farelo de milho, quirera de milho, farelo
de trigo, farelo de arroz, farelo de soja, bagago de malte e bagacgo de uva, todos
acrescidos de bagaco de cana-de-agucar (BC) para a estruturacdo fisica do
meio. Realizou-se ensaios para selegdao do residuo que proporcionasse
concentracdes de esporos similares as obtidas no arroz e que possuisse um
custo menor, por isso a mistura farelo de milho:BC foi escolhida para prosseguir
com os ensaios. Realizou-se dois ensaios de otimizacdo das condi¢des de
cultivo, com os fatores: proporg¢ao (substrato:suporte), temperatura e umidade,
porém nao obteve-se uma condi¢ao 6tima. Portanto, fixou-se a temperatura de
cultivo em 27°C, a proporgao de 8:2 e a umidade de 70%, para os posteriores
ensaios. A partir do ensaio de cinética de esporulagédo, notou-se significativo
aumento da produgao de esporos a partir do 10° dia de cultivo, por isso adotou-
se 15 dias de cultivo, o qual alcangou 7,43 x 10° esporos/ gsa. Nos ensaios de
aumento de escala, utilizou-se embalagens com 300 g de substrato como
realizado na industria, com a mistura farelo de milho:BC (7:3, 8:2 e 9:1) e
somente arroz, entre as propor¢des de farelo de milho:BC n&o houve diferencga
estatistica (3,47 x 10%; 3,17 x 10° e 3,29 x 10° esporos / gsa respectivamente),
apenas quando comparado com o arroz (5,84 x 10° esporos/ gsa). Foram
realizados ensaios de vigor e patogenicidade, comparando o0s esporos
produzidos no arroz:BC e no farelo de milho:BC, constatou-se que os esporos
produzidos no farelo de milho:BC sao tao vigorosos e patogénicos quando
aqueles produzidos no arroz:BC. A analise de custos de produgao, comparando
os custos com o arroz e com o farelo de milho:BC em uma biofébrica de
pequeno/médio porte, demonstrou que a substituicido do substrato & viavel e
pode diminuir os custos com a produgao de esporos em cerca de R$ 83.649,00

reais anualmente.



Palavras-chave: Metarhizium anisopliae. Residuos agroindustriais. Otimizacéo.

Vigor e patogenicidade. Custos de produgao.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the spore production of the
fungus Metarhizium anisopliae IBCB 425 in CSS, replacing rice with a solid agro-
industrial residue, optimizing the conditions of cultivation, evaluating the quality
of the spores produced and the costs of production in the alternative substrate.
The residues used initially were: corn bran, corn broken, wheat bran, rice bran,
soy bran, malt bagasse and grape bagasse, all added with sugarcane bagasse
(SB) for structuring medium physics. Tests were carried out to select the residue
that would provide spore concentrations similar to those obtained in rice and that
had a lower cost, that is why the corn bran:SB mixture was chosen to proceed
with the tests. Two tests were carried out to optimize the cultivation conditions,
with the following factors: proportion (substrate:support), temperature and
humidity, but an optimum condition was not obtained. Therefore, the culture
temperature was set at 27 °C, the proportion of 8:2 and the humidity of 70%, for
the subsequent tests. From the sporulation kinetics test, there was a significant
increase in spore production from the 10th day of cultivation, so it was adopted
15 days of cultivation, which reached 7,43 x 10° spores/ gsa. In the scale-up tests,
packaging with 300 g of substrate was used as performed in the industry, with
the mixture of corn bran:SB (7:3, 8:2 and 9:1) and only rice, between the
proportions of corn bran:SB there was no statistical difference (3,47 x 10%; 3,17 x
10° and 3,29 x 10° spores/ gsa respectively), only when compared to rice (5,84 x
10° spores/ gsa). Tests of vigor and pathogenicity were performed, comparing
the spores produced in rice:SB and in corn bran:SB, it was found that the spores
produced in corn bran:SB are as vigorous and pathogenic as those produced in
rice:SB. The analysis of production costs, comparing the costs with rice and corn
bran:SB in a small/medium sized bio-factory, demonstrated that the substrate
replacement is viable and can reduce the costs with spore production in about
R$ 83,649.00 reais annually.

Keywords: Metarhizium anisopliae. Agro-industrial waste. Optimization. Vigor

and pathogenicity. Production costs.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populagdo mundial, chegando a 9,7 bilhdes de
pessoas até 2050 (DEJO, 2019), cresce proporcionalmente a demanda por
alimentos e o desafio da produgéo agricola sustentavel, promovendo alimentos
mais saudaveis com maior rendimento por area e menor impacto ambiental.

O controle biolégico de pragas (CBP) apresenta-se como alternativa
viavel e sustentavel na busca pela diminuigdo do uso de agroquimicos (SEIBER,
2014). Segundo projegdes globais, estima-se um crescimento anual do mercado
de agentes de CBP em US$ 11,35 bilhdes, até 2022 (DUNHAMTRIMMER,
2017). O Brasil esta entre os principais paises da América Latina que utiliza o
CBP, com mais de 10 milhdes de hectares tratados, podendo movimentar US$
5 bilhdes nos proximos anos devido ao crescimento do mercado interno
(ABCBIO, 2019a; ABCBIO, 2019b).

Dentre os microrganismos registrados para o biocontrole de pragas
agricolas, os fungos entomopatogénicos sdo os mais produzidos e utilizados na
América Latina, com énfase para os géneros Metarhizium e Beauveria, 0s quais
dividem cerca de 60% da produgéo total de biodenfensivos na América Latina
(FARIA; WRAIGHT, 2007; MASCARIN et al., 2019). O fungo cosmopolita
Metarhizium anisopliae é o mais produzido no Brasil, com aplicagdo em mais de
3 milhdes de hectares, visando ao controle principalmente de pragas que atacam
lavouras de cana-de-agucar (ALVES et al, 2008; IWANICKI et al., 2018;
MASCARIN et al., 2019).

Metarhizium anisopliae apresenta patogenicidade a mais de 300
espécies de insetos de diversas ordens (FARGUES et al., 1975; ALVES, 1998;
ROBERTS; ST LEGER, 2004; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Para que ocorra
o biocontrole das pragas de modo efetivo, € necessaria aplicagao inundativa de
esporos no campo, a uma concentragdo de 2 x 10'3 esporos/ ha, dependendo
da praga alvo, da eficiéncia de germinacao e da viruléncia do isolado, o que
demanda produgdao em massa desses propagulos (BUTT, 2002; SCHIMIDT et
al., 2007).

A produgdo em massa de esporos do fungo M. anisopliae é feita por

cultivo em estado soélido e emprega arroz como substrato, devido as suas
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caracteristicas nutricionais e estrutura fisica (WALTER; MARCHEZAN; AVILA,
2008; CUNHA et al., 2020c). Porém, o custo elevado do arroz encarece o produto
final, além deste grdo ser um alimento basico da nutricdo humana (MASCARIN;
QUINTELA, 2013; CUNHA et al., 2020c).

Os residuos solidos agroindustriais sao alternativas abundantes e
econdmicas em substituicdo ao arroz. A rica composigao nutricional de alguns
desses rejeitos, em agucares, minerais e proteinas, além de boa estrutura fisica,
fornecem condi¢cdes apropriadas para a produgdo em massa dos propagulos
fungicos, os esporos. Ademais, a utilizacdo de residuos no CES auxilia na
preservacao do meio ambiente, pois o descarte indevido dos mesmos ou sua
queima causa seérios problemas ambientais, além de agregar valor a esses
residuos, devido a geragao de produtos de interesse econdmico (COUTO, 2008;
NASCIMENTO SILVA et al., 2018). Santos et al. (2021), realizaram o cultivo
solido de M. anisopliae em diversos farelos para a producdo de esporos, €
obtiveram altas concentragdes de esporos.

Visto isso, neste trabalho buscou-se avaliar a producdo de esporos do
fungo M. anisopliae IBCB 425, substituindo o arroz por um residuo sodlido
agroindustrial otimizando as condi¢gbes de cultivo, avaliando a qualidade dos
esporos produzidos e o impacto desta substituicdo nos custos de producéao
industrial dos esporos deste fungo.

A importancia de estudos que tornem a producdo de fungos
entomopatogénicos menos onerosa e mais sustentavel, motivou a ampla
avaliacdao de relevantes etapas da producdo de esporos em um residuo
agroindustrial, desde a selegao de residuos, a otimizagdo das condicboes de
cultivo, a qualidade dos esporos, ampliagdo de escala, até a viabilidade

econdmica industrial desta substitui¢ao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a produg¢ao de esporos do
fungo Metarhizium anisopliae em CES, substituindo o arroz por um residuo soélido
agroindustrial, otimizando as condi¢gdes de cultivo, avaliando a qualidade dos
esporos e os custos de producao no substrato alternativo.

Em vista disso, os objetivos especificos foram:

- Selecionar residuos agroindustriais que produzam concentra¢des de
esporos similares ou superiores as obtidas em arroz;

- A partir da identificacdo do substrato mais promissor, otimizar as
condicbes de cultivo, controlando as variaveis umidade, composicido e
temperatura;

- Obter a cinética de esporulagao do fungo M. anisopliae durante o cultivo
com o substrato selecionado;

- Avaliar a producao de esporos no substrato selecionado e no arroz na
mesma escala utilizada pela industria;

- Avaliar o vigor e a patogenicidade dos esporos produzidos no substrato
alternativo;

- Avaliar os custos de producao de esporos em arroz € no substrato

alternativo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Manejo Integrado de Pragas e Controle Biolégico

De acordo com estimativas da ONU (DEJO, 2019) e da FAO (2017) em
2050 a populagdo mundial sera de 9,7 bilhdes de pessoas, sendo 70% desse
total, urbana. Proporcional ao crescimento populacional, ha o aumento da
demanda por alimentos, com consumidores cada vez mais exigentes e
preocupados com a qualidade do que ingere, e o desafio da agricultura
sustentavel. E intensa a pesquisa por praticas agrondémicas que aumentem o
rendimento das culturas sem aumentar a area cultivada e com menor impacto
ambiental possivel, e que fornega alimentos saudaveis. Visto isso, intensifica-se
o uso de agbes como o Manejo Integrado de Pragas (MIP).

O MIP é um conjunto praticas, as quais visam prevenir, controlar e
manter pragas agricolas abaixo do nivel de dano econémico, a partir de solugdes
mais sustentaveis e tecnologias complementares. Une o controle fisico, o
quimico e o biolégico, com a intengédo de reduzir o uso massivo de defensivos
quimicos, flexibilizar o manejo de pragas em diferentes culturas e melhorar a
eficiéncia do monitoramento. Em meio as principais acdes, destacam-se:
controle cultural ou fisico, rotacao de cultura, destruicao de focos secundarios e
hospedeiros alternativos, adubacdo, poda, irrigagdo, drenagem, uso de
barreiras, consorcio de culturas; controle biolégico, uso de inimigos naturais,
patdégenos, predadores, parasitoides; controle comportamental, manejo com
ferombnios, atrativos ou repelente; controle genético, plantas transgénicas,
melhoramento de cultivares selecionadas resistentes; controle quimico, uso
racional de produtos quimicos e tecnologias, ferramentas de precisdao para
monitoramento (BIRCH; BEGG; SQUIRE, 2011; PARRA, 2014).

O controle biolégico (CB) é a introdugdo ou o manejo de inimigos
naturais em uma determinada area, visando ao controle de pragas agricolas,
mantendo o equilibrio populacional. O CB é uma das principais praticas
alternativas ao uso de pesticidas quimicos, por apresentar vantagens
interessante do ponto de vista sustentavel, como: menor impacto ambiental, nao

sdo moléculas quimicas sintéticas, tem baixa ou nenhuma toxicidade, ndo gera
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residuos toxicos, ndo polui, possui alta seletividade, mantendo organismos
benéficos, ndo desenvolvem pragas resistentes, mantém a biodiversidade e ndo
tem restricdes no cultivo organico (BETTIOL et al., 2009; SEIBER et al., 2014).

O aumento do rendimento das culturas traz a vulnerabilidade das
mesmas ao ataque de pragas, uma grande parcela do que é produzido ndo é
aproveitado por causa de pragas agricolas. Neste cenario, reduzir o uso de
agroquimicos torna-se um desafio, ndo sé pelas suas desvantagens, como:
custo com dependéncia, custo para reduzir impactos na saude e meio ambiente,
controle a curto prazo, resisténcia a pragas, alta toxicidade e perda da
biodiversidade, mas, pelo alto custo para desenvolver moléculas de pesticidas
novas, e pelas exigéncias do mercado externo. O Brasil, como um dos maiores
paises exportadores de commodities, deve adequar suas mercadorias as
exigéncias do mercado internacional, que muitas vezes nao aceitam produtos
que tenham sido tratados com determinados defensivos quimicos (FAROOQ;
FREED, 2016; OMKAR, 2016; FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020). Omkar
(2016), realizou um comparativo de custos, para o desenvolvimento de um novo
bioinseticida pode chegar cerca de US$ 2 milhdes de ddlares o investimento,
para desenvolver moléculas sintéticas novas de pesticidas, o custo pode chegar
a US$ 150 milhdes de ddlares.

Devido a extensa area agricola do Brasil, aliada a busca por produtos
sustentaveis e organicos, tanto pelo mercado interno quanto externo, disparam
0 uso de produtos de origem bioldgica, colocando o pais como um dos maiores
protagonistas em programas de controle biolégico de pragas do mundo
(SANTOS et al., 2017).

Segundo projecdes globais, para 2025, a taxa de crescimento anual do
mercado de biopesticidas deve ser superior a 16%, em virtude da alta demanda
dos mercados latino-americano e asiatico. Na América Latina, cresce o uso de
praticas sustentaveis e assim o emprego de biolégicos, com projecdes de
crescimento de 18% ao ano, com destaque para o Brasil, o México e a Argentina,
paises com grandes demandas desses produtos. Estimativas apontam para um
aumento do mercado de biolégicos na América Latina, podendo ultrapassar o
continente asiatico, até 2025, regiao esta com maior participacdo no mercado
(DUNHAMTRIMMER, 2017). Entre os anos de 2017 e 2018, verificou-se um
aumento de 77% na comercializacdo de produtos de controle bioldgico,
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movimentando cerca de R$ 464,5 milhdes, a expectativa € que chegue a
alcancar US$ 5 bilhdes nos proximos anos. O mercado de biolégicos no Brasil
esta em constante crescimento, segundo estimativas 25% ao ano, acima do
esperado para o mercado global (ABCBIO, 2019a; ABCBIO, 2019b).

Atualmente, o uso do controle biolégico no Brasil passa dos 10 milhdes
de hectares tratados, principalmente nas culturas de maior interesse econdémico,
como: soja, milho e cana-de-agucar. Contando com mais de 228 produtos de
origem bioldgica, registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), como apresentado na Figura 3.1., com ingredientes
ativos a base de: insetos, bactérias, virus, nematoides e fungos, este ultimo
ocupando uma parcela significativa (Figura 3.2.), além de produtos derivados de
plantas e ferombnios (SARWAR, 2015; ABCBIO, 2019a; ABCBIO, 2019b;
FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).

Figura 3.1. Numero de registros de produtos bioldgicos de 2005-2020.
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Fonte: CROPLIFE BRASIL, 2020; AGROFIT, 2020.

Algumas bactérias e virus também sao estudados e utilizados no
controle biolégico, porém diferentemente dos fungos, os virus por exemplo,
possuem um ciclo de vida curto e necessitam de um hospedeiro vivo para se
multiplicarem, além disso, esses microrganismos precisam ser ingeridos para

provocarem doengas em insetos, ao contrario dos fungos que agem por contato,
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potencializando o modo de acéo e eficientes no controle da praga, abrangendo
uma ampla gama de hospedeiros (LEE et al., 2015; HUMBER, 2016).

Figura 3.2. Ingredientes ativos utilizados no controle bioldgico.
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Fonte: CROPLIFE BRASIL, 2020; AGROFIT, 2020.

3.2. Fungos entomopatogénicos

Os principais fungos entomopatogénicos utilizados pertencem ao filo dos
Ascomycotas, sendo os géneros mais relevantes: Metarhizium, Beauveria,
Akanthomyces (anteriormente Lecanicillium) e Cordyceps (anteriormente /saria),
e as espécies Metarhizium rileyi (anteriormente Nomuraea) e Hirsutella
thompsonii (ROY et al., 2006; JARONSKI, 2014; KEPLER et al., 2017).

Microrganismos entomopatogénicos sao aqueles que possuem a
capacidade de desenvolverem doengas em determinados insetos, parasitando o
hospedeiro e iniciando o processo de infec¢ao, sédo classificados como inimigos
naturais (FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).

O processo de infeccdo ocasionado pelo fungo em artrépodes é
complexo, e implica em uma série de reagdes fisicas, quimicas e bioldgicas.
Devido ao modo de agao ser por contato, estes microrganismos sao capazes de
infectar pragas em diferentes instares. O processo inicia quando os esporos do
fungo entram em contato com a cuticula do hospedeiro, composta em grande
parte por quitina, a qual reveste o corpo e o intestino do inseto. Em seguida,

ocorre o reconhecimento do inseto pelo microrganismo, e a adesao dos esporos
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a cuticula, através de ligagbes hidrofébicas de van der Wals e interagdes
eletrostaticas. A partir disso, os esporos comegam a germinar, produzem hifas
de penetragdo, tubos germinativos e apressoérios, esses rompem a carapaga
quitinosa pela acado mecanica e secrecao de enzimas, como: proteases, lipases,
quitinases, celulases, B-galactosidades e peptidases, entre outras, encontradas
principalmente nos géneros Metarhizium, Beauveria e Cordyceps, as quais
degradam compostos da cuticula, permitindo a chegada a hemolinfa (fluido que
preenche os vasos e a hemocele, nos invertebrados, com caracteristicas mistas
do sangue e da linfa dos vertebrados). O entdo processo de penetragdo €
complexo e pode variar, devido a composi¢do da quitina ser heterogénea,
diferindo de acordo com a espécie, alimentagao e instar do inseto. Quando atinge
a hemolinfa, o fungo produz estruturas semelhantes a leveduras, chamados
blastosporos, para evitar que o sistema imunoldgico do inseto o reconheca e
comece a se defender, em seguida comega a produgao de toxinas que provocam
disturbios no inseto, e entdo o fungo passa a utilizar os nutrientes do hospedeiro,
levando-o a morte, esse processo como um todo leva cerca de 3 a 7 dias apés
o primeiro contato. Apés a morte do inseto, a acdo enzimatica que ocorreu
fornece nutrientes para o fungo, o qual produz hifas que emergem do corpo do
entdo hospedeiro e esporula sob condi¢des ideais, transformando o cadaver do
inseto em foco secundario de dispersao de seus propagulos, possibilitando o
inicio de um ciclo (Figura 3.3. e 3.4.) (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; JARONSKI,
2014; SANCHEZ-PEREZ et al., 2014; FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).
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Figura  3.3. Ciclo de infecggdgo do carrapato pelo fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae. 1 - aderéncia de conidios a cuticula
do hospedeiro; 2 - germinagdo dos conidios; 3 - diferenciagdo do tubo
germinativo em apressorios; 4 - penetragdo da cuticula; 5 - microscopia 6ptica
de diferenciacido de hifas em blastosporos e corpos de hifas; 6 - colonizacdo do
hospedeiro; 7 - extrusao para a superficie do cadaver hospedeiro e 8 - producao
de conidios em cadaveres de -carrapatos. CO - conidios; GT - Tubo
germinativo; AP - apressério; H - hifas;h - horas;d - dias; digitalizagéo
microscopio eletronico.

Fonte: SCHRANK; VAINSTEIN, 2010.

Para que o processo de infecgao ocorra com éxito, sdo necessarias
condi¢des ideias as quais influenciam diretamente o fungo, como: fatores
ambientais, alta umidade relativa, temperaturas amenas, moderada incidéncia
de radiacao UV, solo e biota; fatores do patégeno, alta patogenicidade, viruléncia
e especificidade, persisténcia no campo e estabilidade no armazenamento;
fatores do hospedeiro, grau de suscetibilidade ao patégeno, instar, condigbes do
sistema imunoldgico, dieta e densidade populacional. Ventos, chuvas e
organismos da biota, podem auxiliar na dispersao de propagulos dos patdogenos
(BUTT, 2002; FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).
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A escolha de um microrganismo para uso no controle biolégico, depende
de caracteristicas importantes, como: tipo de propagulo produzido, no caso dos
fungos sdo os esporos; entomopatogenicidade; boa viruléncia; capacidade de
tolerancia as variaveis ambientais, dessecacao, radiacdo UV, temperatura;
rapida velocidade de germinagado; eficiente processo de infegédo; alta
especificidade a pragas de interesse; possibilidade de produgdo em massa
viavel e em substratos alternativos; possibilidade de incorporagao de adjuvantes
para formulagdes comerciais, sem comprometimento da qualidade, estabilidade
durante o armazenamento e aplicagéo, e seguranga a saude humana e animal
(BUTT, 2002; POURSEYED et al., 2010).

Existem diferentes tipos de formulagdes para produtos biolégicos, sendo
as principais: propagulos extraidos por peneiragdo ou misturados com o
substrato triturado em que cresceram, formulados como pdé molhavel,
concentrado emulsionavel; péletes; capsulas, entre outros (KARANJA, PHIRI,
ODUOR, 2010; ABCBIO, 2019c). As formula¢des mais utilizadas pelas industrias
sdo a de p6 molhavel. A extragao de propagulos por peneiragao é possivel com
equipamentos proéprios para esta finalidade e que ndo exigem alto investimento,
geralmente ha incorporagdo de adjuvantes que auxiliam na aplicagdo. Ja a
mistura de propagulos com o meio de crescimento triturado pode ser possivel
com equipamentos mais simples, ndo geram residuos, porém pode ocorrer
problemas como o entupimento do bico de pulverizag&do, caso essa mistura nao
figue bem homogénea. Faria; Magalhdes (2001), citam que muitos produtos,
geralmente, ainda s&o rusticos, com grandes quantidades de inertes e pouco
praticos, fatores que podem levar ao entupimento no momento da aplicagao. O
tipo de formulacdo depende da estabilidade e do tipo de propagulo produzido,
do método de aplicagao e até mesmo da praga alvo.

Os géneros Metarhizium e Beauveria sao os fungos entomopatogénicos
mais produzidos e empregados no controle biolégico, pelo vasto espectro de
pragas que atingem (principais ordens: coledpteros, lepidopteros e hemipteros)
e pela possibilidade de reprodug¢ao em laboratério (MICHEREFF FILHO et al.,
2009; RUIU, 2018). Na América Latina, mais de 60% do mercado de produtos
biolégicos correspondem aos fungos entomopatogénicos, onde as espécies
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana dividem igualmente esta grande
parcela (FARIA; WRAIGHT, 2007; NISHI; SATO, 2017). No Brasil, M. anisopliae
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representa mais de 90% do total de fungos produzidos. Com aplicagdo em mais
de 3 milhdes de hectares, para o controle principalmente de cigarrinhas
(Hemiptera: Cercopidae) da cana-de-agucar, a qual pode gerar perdas em torno
de 11% no peso da safra e 15% na producao industrial, colocando o Brasil como
portador do maior programa de controle biolégico com entomopatégenos
fungicos, do mundo (ALVES et al., 2008; ALMEIDA, 2014; SANTOS et al., 2017;
IWANICKI et al., 2018).

Além do uso para controle bioldgico, os fungos também podem ser
utilizados em consércio como biofertilizantes para plantas de interesse
econdmico. Os biofertilizantes sdo uma alternativa sustentavel, econémica e
saudavel, para reduzir a dependéncia por fertilizantes quimicos e outros
agroquimicos, visto que aumentam a produtividade da area tratada, melhoram a
nutricao da planta e os agroecossistemas, entre outros. Em meio as vantagens,
as mais citadas e estudadas s&o no auxilio da fixagao nitrogénio atmosférico (N),
na solubilizagdo do fésforo (P) e na sintese do sider6foro (composto organico
que atua na captacgao de ferro pelos organismos) para formar nutriente que torna
o ferro facilmente disponivel para a planta (JI et al., 2020). Vega (2018), realizou
uma revisado sobre 0 avango nos estudos do uso de fungos entomopatogénicos
como enddfitos e biofertilizantes de plantas, relatou que de 85 artigos publicados
sobre o tema até 2017, 93% concentra os géneros Metarhizium e Beauveria,
sendo que a maior parte dos trabalhos envolvem culturas anuais e perenes de
grande importancia agrondémica. Litwin; Nowak; Rézalska (2020), citam que
esses mesmos géneros de fungos podem ser utilizados também para a remogao
de poluentes toxicos, de metais pesados, para a biossintese de nanoparticulas
e a biotransformacéao esteroides. Farias et al. (2018), estudaram o consorcio de
cinco fungos entomopatogénicos, B. bassiana, M. anisopliae, Pochonia
chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, e Trichoderma asperellum, como
promotores no crescimento das plantas e colonizadores da micorrizica
arbuscular de cana-de-agucar, milho e soja, e constataram que o consorcio de
fungos melhora o crescimento radicular da soja e milho e colonizam a micorrizica
arbuscular da soja e da cana-de-agucar. Relatam que isso provavelmente
acontece devido aos fungos serem produtores de fitohorménios, e induzirem as
plantas a produzirem fitohorménios, além de melhorar a absorg¢ao de nutrientes

e agua do solo. Behie; Bidochka (2014), mencionam a possibilidade de relagdes
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simbidticas entre fungos do solo e plantas terrestres, como beneficio, a
transferéncia de nitrogénio mineralizado. As plantas terrestres perdem nitrogénio
para insetos herbivoros, os fungos entomopatogénicos endofitos infectam e
matam esses insetos, e estabelecem relagdes com as plantas, assim transferem
o nitrogénio desses insetos para as plantas novamente. Em estudos, o fungo
Metarhizium foi capaz de transferir quantidades significativas de nitrogénio

derivado de insetos as plantas, aumentando a produtividade geral.

3.2.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico, pertence ao filo
Ascomycota, ordem Hypocreales, tem como habitat o solo, a rizosfera de plantas
e artropodes, é encontrado em varias regides do mundo. E um dos fungos mais
produzidos e utilizados no controle biolégico, devido as condigées necessarias
ao seu desenvolvimento, como temperatura e umidade, e a ampla gama de
hospedeiros que parasita. De acordo com Alves (1998), a temperatura ideal de
desenvolvimento do fungo M. anisopliae é entre 24 e 30°C e em pH 6,9,
condi¢des otimas de crescimento, o que facilita a sobrevivéncia do fungo apds
ser aplicado a campo, além da capacidade de crescer em substratos alternativos
e viaveis, em massa. M. anisopliae € um fungo filamentoso anamorfico, cresce
vegetativamente com hifas, produzindo micélios, reproduz assexuadamente
formando esporos, propagulos utilizados no controle de pragas. Devido a
coloragao esverdeada de seus esporos, o que auxilia na protegao contra raios
ultravioleta (UV), quando ha o processo de infecgdo em um inseto-praga, ocorre
a muscardine verde, fendbmeno no qual o fungo recobre o cadaver do inseto com
seus esporos. (ALVES 1998; ROBERTS; ST LEGER, 2004; SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010).

Os fungos filamentosos crescem nos substratos solidos em forma de
hifas, que podem ser aéreas, que estdo em contato com o ar, ou penetrantes,
que sao as que estdo em contato direto com o meio, responsaveis pela
degradacao enzimatica do substrato (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

Portanto, a preferéncia do fungo por algum substrato se da principalmente pela
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sua capacidade de produzir enzimas e pela composi¢cao do substrato contendo
nutrientes que sejam assimilaveis.

O grande interesse por esse fungo se deve principalmente a sua ampla
patogenicidade a mais de 300 espécies de insetos, pertencentes a varias
familias de diferentes ordens, como: Orthoptera, Dermaptera, Hemiptera,
Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera e Homoptera, entre outras
(FARGUES et al., 1975; ALVES, 1998). Entre as pragas que este fungo controla,
destacam-se: o carrapato de gado Rhipicephalus microplus (FERNANDES;
BITTENCOURT; ROBERTS, 2012); o cascudinho dos aviarios Alphitobius
diaperinus, uma das principais pragas da avicultura (ALVES et al., 2004); contra
piolhos de aves, Mallophaga (BENELLI et al., 2018); contra gafanhotos
Schistocerca gragatria, Schistocerca pallens, Stiphra robusta e Rhammatocerus
schistocercoides. (TOUNOU et al, 2008, VALICENTE, 2009); cupins do género
Cornitermes (VALICENTE, 2009; FALAHZADAH et al., 2019); Haematobia
irritans (mosca do chifre) e Stomoxys -calcitrans (mosca-dos-estabulos)
(VELASCO-REYES et al., 2019); Helicoverpa armigera (FITE et al., 2020);
Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) (RAMOS et al., 2020); no Brasil, M.
anisopliae € usado para controlar um complexo de cigarrinhas,
incluindo Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-da-raiz) e Mahanarva
posticata (cigarrinha-das-folhas), Deois flavopicta (cigarrinha-dos-capinzais),
Notozulia entreriana (cigarrinha-das-pastagens) (ALVES 1998; FARIA;
MASCARIN et al., 2019; ALMEIDA, 2019) e vetores de doengas humanas, como:
vetores da dengue, do virus da chikungunya, da zika e da febre amarela (Aedes
aegypti e Aedes albopictus) (SCHOLTE; TAKKEN; KNOLS, 2007), da malaria
(Anopheles gambiae) (SCHOLTE et al., 2003; SCHOLTE; TAKKEN; KNOLS,
2007; GREENFIELD et al., 2015).

Segundo Quintela; Yokoyama; Roberts (1994), apds trés repicagens
consecutivas, o fungo M. anisopliae deve ser passado por um inseto hospedeiro
para readquirir vigor e viruléncia caracteristicos. Butt et al. (2006), relatam que é
perceptivel o declinio na viruléncia de fungos entomopatogénicos a cada
repicagem e que essa taxa é diferente entre as cepas, sendo que alguns fungos
diminuem sua viruléncia a partir da primeira repicagem e outros a mantém por

até 12 repicagens.
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Shah; Wang; Butt (2005), recuperaram a viruléncia de M. anisopliae,
através do cultivo em larvas de Tenebrio molitor e Galleria mellonella, e
verificaram que a passagem dos esporos pelos hospedeiros aumentou a
viruléncia e a taxa de germinagao dos mesmos. Mora et al. (2016), avaliaram a
viruléncia de diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana contra larvas de
T. molitor e G. mellonella e analisaram o tempo letal a partir de tratamentos com
diferentes concentra¢cdes de esporos. G. mellonella e T. molitor sdo insetos-
praga conhecidos por serem suscetiveis a essas duas espécies de fungos
entomopatogénicos, por isso sdo usados como insetos modelo para a
recuperagao do vigor de fungos entomopatogénicos do solo, e também como
insetos hospedeiros modelos em bioensaios (MONTESINOS-MATIAS et al.,
2011).

Tenébrio molitor (tenébrio pequeno) e Zophobas morio (tenébrio gigante)
sdo pragas que acometem muitos silos de armazenamento de graos, gerando
grande perdas. Entretanto, também sao criados para alimentagao de répteis,
aves e peixes, devido ao seu alto valor proteico. Sdo encontrados em casas de
pesca e vendidos para servirem de iscas. S40 menos exigentes quanto a
alimentagdo, quando comparado a G. mellonella, que exige uma dieta mais
especifica e complexa (ORESTE et al., 2012; MORA et al., 2016).

Para que o controle biolégico seja efetivo, faz-se necessaria a aplicagéao
inundativa de esporos no campo, uma concentragéo de 2 x 10'2 esporos / ha
de M. anisopliae para atingir 88,4% de letalidade, o que requer a produ¢do em
massa desse propagulo, garantindo que o inseto-praga entrara em contato com
0 mesmo e ocorrera o processo de infeccao (BUTT, 2002; SCHIMIDT et al.,
2007). Obtendo uma concentragéo de esporos na ordem de 10° esporos/ g de
substrato, seriam necessarios de 1,5 a 8 kg de substrato com esporos por
hectare para alcancar a dose recomendada em um unico tratamento (ANGEL-
CUAPIO et al., 2015).

3.2.2. Produgao em massa de esporos

Ravensberg (2011), cita etapas e pontos criticos importantes na
producdo em massa de fungos entomopatogénicos, a qual requer cuidados. Que

consiste em:
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Escolha do fungo — se é possivel a produgdo em laboratorio, em larga
escala e qual a capacidade de crescimento em substratos alternativos; qual a
faixa de hospedeiros que atinge; vigor e viruléncia; se é viavel economicamente;
se tem mercado e qual o tipo de propagulo que sera produzido. Os esporos sao
preferidos aos blastosporos, por serem hidrofdbicos, isso Ihes conferem maior
resisténcia durante o processo em larga escala, armazenamento e apds
aplicagdo em campo.

Método de producgao — influencia diretamente a quantidade e qualidade
dos propagulos; deve proporcionar condigbes para a produgdo de grandes
quantidades de propagulos e de alta qualidade com o menor custo possivel, além
da possibilidade de ampliacdo de escala. Devido a preferéncia pelos esporos,
esses sdo em grande maioria produzidos por cultivo em estado sdlido (CES), a
escala de produgdo € um dos principais parametros que determinara as
possiveis escolhas de producao.

- Meio de cultivo: deve ser eficiente, proporcionar nutrientes
essenciais e estrutura para o crescimento do fungo e preferencialmente ser de
baixo custo, como alguns residuos por exemplo. Pode-se otimizar o meio,
visando maiores rendimentos, a partir de pré-tratamentos e uso de aditivos.

- Método de cultivo em estado solido — em sacos plasticos: baixos
custos iniciais e de instalagdo, baixo conhecimento técnico, altos custos com
mao-de-obra, risco de contaminacao e dificuldades em aumento de escala;
biorreatores: controle de parametros, menor risco de contaminagéao, custo de
inicializacdo médio alto e de instalacdo, conhecimento técnico necessario e
influéncia da composi¢cao do meio.

- Extracdo dos esporos — algumas empresas fornecem o meio de
cultivo triturado juntamente com os esporos, 0 que pode acarretar problemas de
entupimento durante a pulverizagdo do produto, porém existem equipamentos
que fazem a separacao de esporos do substrato, seja por centrifugagcéo ou por
peneiras, obtendo um produto mais puro e homogéneo, sem afetar a qualidade
do mesmo.

Formulagdo — deve ser estabelecida uma dose, previamente testada e
que tenha bons resultados em campo, satisfazendo as necessidades de
controle; ter longo prazo de validade sem perder a qualidade e viabilidade; ser

um produto de facil manejo, tanto para transporte quanto para aplicagdo em
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campo; ter adjuvantes que nao interfiram na qualidade do produto, ou que
possam melhorar 0 mesmo, sem riscos para o aplicador; ser bem embalado e
com especificagbes como: numero de propagulos no produto, viabilidade,
viruléncia (eficacia), pureza (contaminantes microbianos), parametros fisicos
(nivel de umidade, tamanho de particula) entre outros exigidos pela legislagao.

Armazenamento — € crucial, se refrigerado pode manter a qualidade dos
esporos por mais tempo e manter a estabilidade do produto até que chegue ao
seu destino, porém tem um custo maior.

Atualmente, a maior parte da produgao de biopesticidas no Brasil & por
CES, carente de tecnologias avangadas, processos sofisticados e controle de
parametros, dependendo em grande parte de procedimentos artesanais e
intensa mao-de-obra. A produgdo em escala industrial do fungo M. anisopliae
(Figura 3.4.), ocorre em sacos de polipropileno transparentes, com
aproximadamente 300 - 500 g de arroz tipo 1, substrato utilizado pelas industrias
devido suas caracteristicas nutricionais e estrutura fisica proporcionarem o
crescimento do fungo, o qual é previamente umedecido e esterilizado. Apds o
substrato ser inoculado manualmente, com suspencao de esporos, estes sdo
acomodados nas prateleiras em salas climatizadas a 28° C por 15 dias,
posteriormente a esse periodo as embalagens séo abertas e dispostas em salas
com desumidificadores por cerca de 7 dias, para que em seguida ocorra a
extracdo a seco de esporos do substrato, por agitagdo mecanica ou peneiras, ou
a trituracado do substrato juntamente com os esporos, e assim formulagdo do
produto seco (ALVES; FARIA, 2010; MASCARIN; QUINTELA, 2013; CUNHA et
al., 2020b; CUNHA, 2020c).
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Figura 3.4. Fluxograma do processo de produgédo em sistema de CES estatico

dos esporos do fungo M. anisopliae.

Fonte: a propria autora.

O arroz (Oryza sativa) tipo 1 é o substrato de cultivo mais utilizado pela
industria para a produgéo nao s6 do M. anisopliae, mas também de outros fungos
entomopatogénicos, pois fornece nutrientes essenciais em quantidades
satisfatorias para o crescimento e desenvolvimento desses fungos, além de
proporcionar adequada area superficial para colonizacdo. E fonte de amido,
carboidrato importante, que € degradado por enzimas amiloliticas produzidas por
M. anisopliae e posteriormente consumido pelo fungo, também proporciona
proteinas, vitaminas e minerais. O arroz € um dos cereais mais consumidos no
mundo, e tem relevante importancia na economia de paises como o Brasil. Por
esse motivo e devido ao fato do arroz utilizado para o crescimento fungico ser o
mesmo tipo de arroz utilizado para a alimentagdo humana, a demanda concorre
frente ao prego de mercado encarece o produto final, que sdo os esporos (YE et
al., 2006; WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008; CUNHA, 2020c).



3.3. Fermentacao em estado sélido

A fermentagcdo em estado sdlido (FES) pode ser definida como o
processo envolvendo o crescimento microbiano em materiais solidos, na
auséncia de agua liquida livre. Entretanto, o meio deve possuir umidade
suficiente para o desenvolvimento e crescimento microbiano. A agua presente
encontra-se fortemente ligada a esse meio, e deve estar em quantidade
adequada, pois se a umidade for insuficiente, ndo ocorre a difusdo de solutos e
nutrientes, ha um estresse hidrico e a desnaturacdo de enzimas importantes que
influenciam diretamente o metabolismo do microrganismo. Se a umidade for alta,
nao ha a difusdo de gases nos espacgos entre os sélidos. Os meios sdo insoluveis
e atuam como suporte e/ou fonte de nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano (GERVAIS; MOLIN, 2003; PANDEY, 2003; CASCIATORI, 2011).

A FES possui alguns aspectos importantes frente a fermentagéo
submersa (FSm), os quais influenciam diretamente na escolha de qual usar.
Vantagens da FES: maiores rendimentos; devido a baixa umidade; menos
chances de contaminagédo; menos gasto com o produto final, visto que € mais
concentrado; custos mais baixos com o tratamento de residuos; melhor aeracgao;
simula condigbes do habitat natural de fungos, principal grupo de
microrganismos de interesse e mais utilizados na FES; baixo consumo de
energia e a possibilidade de uso como meio de crescimento, substratos simples
e de baixo custo, como residuos agroindustriais abundantes, os quais na maioria
das vezes servem como suporte e fonte nutrientes para o microrganismo, sem a
necessidade de suplementacdo do meio, além de manterem a disponibilidade
durante a fermentacdo (PANDEY, 2003; HOLKER; HOFER; LENZ, 2004;
WANG; YANG, 2007; MIENDA; IDI; UMAR, 2011).

Em virtude das caracteristicas da FES, os fungos filamentosos se
adaptam melhor a esse tipo de fermentagao. As hifas permitem o crescimento
em diferentes substratos, sdo menos exigentes nos requisitos umidade e
nutrientes, quando comparados a outros microrganismos, facilitando a producéo,
0S esporos sao maiores, mais resistentes (por ter uma parede externa mais
espessa), estaveis a estresses e tem maior viabilidade do que aqueles
produzidos em FSm, além de serem hidrofébicos, fator de relevancia para o
processo de infecgdo no inseto-praga (AGOSIN et al., 1997; FENG; LIU; TZENG,
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2000; HOLKER; HOFER; LENZ, 2004; WANG; YANG, 2007; CASCIATORI,
2011; JARONSKI; JACKSON, 2012; DE LA CRUZ QUIROZ et al., 2015).

3.4. Potencializagao da producgao industrial de entomopatégenos

3.4.1 Residuos agroindustriais

O interesse no uso de residuos sélidos agroindustriais para a produgéo
de esporos de fungos entomopatogénicos por CES, surge como possibilidade
para diminuir o custo de produgao, dar um destino sustentavel a esses rejeitos e
agregar valor. Boa parte dos residuos e subprodutos agroindustriais séo
destinados a alimentacdo animal devido ao seu baixo valor de mercado.
Entretanto, alguns residuos, como aqueles derivados do milho, passam por
processamentos para melhorar o aproveitamento e a digestibilidade do alimento
no trato ruminal (MOURAO et al., 2012), o que pode acarretar custos. Visto que,
0 uso de residuos para a produgao de microrganismos entomopatogénicos pode
agregar maior valor a estes substratos.

Entende-se por residuos agroindustriais, materiais ou subprodutos
organicos e biodegradaveis, que foram descartados em algum processo. Sao
oriundos do processamento de plantas ou animais, provenientes principalmente
da industria de alimentos, agricultura, silvicultura e residuos domeésticos. Em
paises como o Brasil, com extensa area e intensa atividade agricola, esses
rejeitos sao produzidos em abundancia e tem inferior valor de mercado. Com
isso, tornam-se alternativas ao uso do arroz tipo 1, reduzindo os custos
operacionais e assim do produto final (ZHANG; JIN; KELLY, 2007; COUTO,
2008).

O uso desses residuos no CES gera produtos de interesse e de alto valor
agregado, e torna o processo sustentavel, uma vez que as empresas deixam de
gastar com o descarte desses rejeitos, que quando eliminados de maneira
incorreta, como em aterros ou queimados geram sérios problemas ambientais
(COUTO, 2008; CASCIATORI, 2015).

De acordo com Balasubramanian; Tyagi (2017), a produgdao de
biopesticidas e biofertilizantes a partir de residuos, economiza cerca de US$ 20

bilhdes em pesticidas e fertilizantes quimicos na agricultura.
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Embora os residuos agroindustriais diferem entre si em varios
parametros, de modo geral sdo ricos em agucares, proteinas e minerais, e
possuem caracteristicas estruturais e mecanicas favoraveis, proporcionando
condi¢des ao crescimento de fungos filamentosos. A escolha do meio que servira
como substrato, depende de carateristicas como, composicdo quimica,
capacidade de retencdo de agua, tamanho das particulas e area superficial,
entre outros, visto que interferem diretamente no processo de produgao e na
qualidade dos propagulos, viruléncia, viabilidade e estabilidade. Cada
microrganismo possui necessidades nutricionais especificas, além disso,
particulas muito pequenas aumentam a area superficial, porém, com o
crescimento microbiano, ocorre a diminuicdo dos poros, e problemas com a
transferéncia de massa e gases, dificultando a remogao do calor metabdlico
produzido, prejudicando o desenvolvimento microbiano (PANDEY et al., 1999;
DEL BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001; CASCIATORI, 2011; JARONSKI;
JACKSON, 2012; FARINAS, 2015).

Além dos atributos relacionados aos microrganismos, fatores de
producao também influenciam na escolha do residuo a ser utilizado, como: a
disponibilidade e o custo do processo de producdo em massa em si, 0 qual deve
ser de baixo custo e produzir altas concentragdes de propagulos viaveis; o que
se pretende produzir (biomassa ou esporos); se o produto tem mercado e quais
as pragas alvo; tipo de formulagao viavel (em pd, liquida, em éleo, entre outras);
caracteristicas do produto final e método de aplicagdo. Alguns substratos
necessitam passar por processamento ou tratamento antes da inoculagao, para
se adequar as necessidades do microrganismo, como: quebra, moagem e
peneiramento, para obter a granulometria desejada e um meio homogéneo;
suplementagdo com nutrientes essenciais; correcdo de pH; hidrolises;
umidificacdo; adigdo de agentes sequestrantes e esterilizagdo, por exemplo,
porém, algumas dessas etapas demandam um custo elevado, o que pode ser
crucial na escolha do substrato (PANDEY, 2003). Os residuos podem ser
utilizados diretamente como fonte de nutrientes e suporte para o
desenvolvimento microbiano, ou em alguns casos, um residuo servira para a
demanda nutricional exigida e outro residuo para dar suporte ao meio, o qual
pode ou nao ser aproveitado pelo microrganismo. Entre os residuos mais

utilizados no CES, tanto para a producdo enzimatica quanto para a de
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biopesticidas, destacam-se: bagacos de cana-de-agucar, laranja e mandioca,
cascas de frutas, arroz e soja, palhas e farelos de trigo, arroz e milho, sabugo de
milho, serragens, grédos de sorgo, soja e cevada, entre outros (PANDEY;
KANAUJIA, 2008; CASCIATORI, 2011; CASCIATORI et al., 2014; REDDY et al.,
2017). Segundo Pandey et al. (2000), o uso do bagaco de cana-de-agucar em
bioprocessos representaria uma fragdo minima do total produzido, por isso o
interesse, caso essa quantia viesse a afetar o suprimento as usinas, isso poderia
fazer com que estas buscassem por fornos mais eficientes.

Segundo a projecdo agropecuaria a longo prazo, realizada pelo MAPA
(Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento) os grédos com maior
destaque principalmente pela importéncia e alta produgao, sdo: arroz, feijao,
milho, soja e trigo (MAPA, 2019). Em uma revis&o sobre a utilizacado de residuos
e subprodutos de cereais, como matéria-prima para a produg¢ao de enzimas via
CES, os autores identificaram trés principais substratos mais utilizados: trigo,
arroz e residuos de milho. Apontaram que esses sdo mais utilizados devido a
grande produgao, e por proporcionarem condi¢des para a produgao de uma
ampla gama de enzimas (TEIGISEROVA; BOURGINE; THOMSEN, 2021).
Diante disso, os principais residuos utilizados no presente trabalho sdo oriundos
de grandes culturas agricolas e produzidos em abundancia, além de serem
utilizados também para a producdo de enzimas, principalmente devido a

composicao destes.

3.4.1.1. Subprodutos do milho

O Brasil € um dos principais paises produtores e exportadores de milho
do mundo, com producéo total da safra 2019/2020 em torno de 100 milhdes de
toneladas, e producéao global cerca de 1,11 bilhdo de toneladas (CONAB, 2020;
FIESP, 2020; SYNGENTA BRASIL, 2020). Segundo proje¢cdes do MAPA, até
2028/29 a produgao total de milho no pais pode chegar a 140,1 milhdes de
toneladas (MAPA, 2019).

O milho (Zea mays L.) € uma planta monocotiledbnea graminea,
pertencente a familia Poaceae, produz flores mondicas, ou seja, apresenta flores

masculinas e femininas separadas, mas no mesmo individuo. Produz seus
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frutos, os gréos, fundidos em vérias raquis, denominada sabugo (MAGALHAES
et al., 2002).

O milho para uso alimentar requer processamento, que pode ser
através da moagem dos gréos limpos, a seco ou umida. A moagem a seco
(Figura 3.5.) consiste na moagem tradicional dos gréos visando a separacao dos
seus componentes (endosperma, gérmen e farelo) por corte ou atrito. Apds a
separagao dos constituintes mais nobres, sobram a quirera e o farelo, que
possuem baixo valor de mercado, se diferenciam apenas pelo tamanho, sendo
a quirera (Figura 3.6.) ou quirera grossa com granulometria maior que a do farelo
(Figura 3.7.) ou também conhecido como quirera fina. Ja a moagem umida
ocorre a partir da maceragao dos grdos em agua com dioxido de enxofre, para
favorecer também a separagao dos constituintes do grao (amido, gluten, fibra e
gérmen) (ROSE; INGLETT; LIU, 2010; MOURAO et al., 2012).

Figura 3.5. Fluxograma do processamento a seco do milho.

Recebimento Pré-limpeza Residuc
Secagem
Fluxograma de Moagem
processamento do
milho a seco Armazenagem
Limpeza Residuo
Classlficagdo Degerminagao Sarms
Moagem Précoziments Estragio de dlso :"::fn
Extruséo  Classificagao Flocagem Peletizagio Refino
Grits, fuba, Farela &1
Extrusado 2o
: creme etc  Canjica Flocados peletizado refinade

Fonte: ABIMILHO 2008.
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Figura 3.6. Quirera de milho.

Fonte: a propria autora.

Figura 3.7. Farelo de milho.

Fonte: a propria autora.
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O beneficiamento a partir do processamento do milho a seco é destinado
a obtengéo de produtos como: canijicas, farinhas, fubas, grits, flocos e éleo, entre
outros. Porém, gera abundantes subprodutos como farelos, que nem sempre sao
utilizados pelas industrias, devido ao seu baixo valor de marcado e problemas
tecnologicos enfrentados, sendo destinado a ragcdo animal ou gerando
preocupagao e gasto com seu descarte (ELMEKAWY et al., 2013; CODA;
KATINA; RIZZELLO, 2015; STRAZZI, 2015;).

O farelo de milho é composto de milho quebrado, oriundo da parte mais
externa do gréo, pericarpo ou casca, partes do endosperma (Figura 3.8.), e pode
conter também resquicios de palha e sabugo, é constituido de carboidratos
(polissacarideos), proteinas, fibras (celulose, hemicelulose e lignina) e outros
compostos que conferem alto valor bioldgico (HONIG; RACKIS, 1979; PIRES et
al., 1999; MOURAO et al., 2012; CODA; KATINA; RIZZELLO, 2015; YADAV et
al., 2016; ABIMILHO, 2020). Nao ha composi¢cao quimica do milho ou do farelo
unica e exata, pois esta é influenciada por fatores genéticos, edafoclimaticos e
do beneficiamento (MOURAO et al., 2012).

O rendimento do farelo de milho pode atingir de 60 a 70 g/ kg de milho
processado, proporcional ao aumento da producdo de milho, ha o aumento da
producéao de farelo (ROSE; INGLETT; LIU, 2010).

Figura 3.8. Anatomia do grao de milho.

—— > Endosperma ———

.

g_> Pericarpo «——
i (tegumento)

—» Gérmen +—

\’e 5 -

Fonte: adaptado ABIMILHO, 2020.

Karanja; Phiri; Oduor, (2010), cultivaram dois isolados de M. anisopliae
em diferentes residuos soélidos, machicha (um produto residual da fermentacao

tradicional e consistindo em farinha de milho, milheto e / ou sorgo), milho
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quebrado, arroz e casca de milho. Ambos isolados produziram uma quantidade
significativamente maior de esporos por 250 g de substrato em milho quebrado
(8,03 g e 7,36 g) e arroz (5,43 g e 6,68 g), em comparagdo com machicha e
casca de milho

Inumeras pesquisam estudam o uso de alguns farelos, como de milho e
de trigo, na alimentacdo humana, devido a sua composi¢ao nutricional ser rica
em fibras, porém, grande parte dos consumidores ainda preferem produtos feitos
a base de farinha branca refinada. A ndo aceitabilidade se da por conta da
textura e do sabor desses farelos, que ficam perceptiveis e tornam produtos
como paes, por exemplo, menos atraentes. Além disso, as caracteristicas fisico-
quimicas desses residuos interferem significativamente na estrutura das
massas, enfraquece a rede de gluten, diminuindo a qualidade e a resisténcia da
massa, e consequentemente paes de menor volume e menor elasticidade. Para
amenizar esses problemas, pode-se usar pré-tratamentos que visam melhorar
os aspectos tecnolégicos desses farelos, como: moagem, tratamento
enzimatico, tratamento térmico, extrusao, e outros, entretanto pode ter um custo
a mais desvantajoso economicamente (PRUECKLER et al., 2014; CODA;
KATINA; RIZZELLO, 2015).

3.4.1.2. Bagago de cana

A cana (Saccharum officinarum L.) € uma monocotiledénea graminea,
pertencente a familia Poaceae, € propagada assexuadamente através de partes
de colmos, denominados toletes, o interesse pelo cultivo se deve a alta
capacidade de armazenar energia e producdo de matéria seca (THIAGO;
VIEIRA, 2002; MARAFON, 2012).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana, cultura de relevante
importancia econémica para o pais. A partir da cana se obtém o agucar e o
etanol, sendo um setor de grande geragao de empregos e também de residuos,
como o bagaco de cana, o qual € em boa parte empregado para a producao de
energia elétrica através da sua queima. Além do bagaco também sao gerados
como residuos: a vinhacga, a torta de filtro, a palhada e agua residual, utilizados
principalmente como fertilizantes (VIGNA, 2018).

O bagaco (Figura 3.9.) € um dos residuos agroindustriais de composicao
lignocelulésica mais produzidos no Brasil. Para cada tonelada de cana
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processada, sao gerados em torno de 250kg de bagaco. Sua natureza fibrosa &
composta de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina, o que
torna sua utilizacdo em bioprocessos muito atraente, visto que a fracéo
necessaria de bagaco nesse tipo de processo seria pequena e nao afetaria seu
uso nas usinas para a geracao de energia (PANDEY et al., 2000; LORENCINI,
2013).

Figura 3.9. Bagaco de cana.

Fonte: a propria autora.

3.4.1.3. Farelo de trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) também é uma monocotiledénea graminea,
pertencente a familia Poaceae, apresenta caracteristicas morfolégicas parecidas
com as de outros cereais de inverno como a aveia, centeio e cevada, apesar de
se adaptar bem a climas subtropicais. Produz inflorescéncias que dao origem as
infrutescéncias, os graos de trigo, que podem ter diferentes formados e
tamanhos, caracteristicas botanicamente importantes para diferenciar cultivares.
Grande parte da producao e do beneficiamento do trigo é para a obtengcao da
farinha de trigo branca (SCHEEREN; CASTRO; CAIERAO, 2015).

O trigo assim como o milho, quando utilizado para alimentagao requer a

etapa de beneficiamento de seus graos, que geralmente ocorre pelo processo
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de moagem, separando o farelo, o gérmen e o endosperma, este ultimo dara
origem a farinha de trigo. O farelo (Figura 3.10.) apesar de ser considerado um
subsproduto de baixo valor, apresenta composicdo rica em nutrientes,
carboidratos, nitrogénio, fésforo e lipidios, € composto principalmente por partes
do endosperma, camada de aleurona e pericarpo. Cerca de 1 tonelada de trigo
processado gera 770kg de farinha e 230kg de farelo (VAN DER BORGHT, 2005;
PENARIOL, 2006; WESENDONCK, 2012; PRUECKLER, 2014).

Figura 3.10. Farelo de trigo.

Fonte: a propria autora.

3.4.1.4. Farelo de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) também é uma monocotiledonea graminea,
pertencente a familia Poaceae, produz inflorescéncias denominadas paniculas.
E o alimento basico de praticamente todo o mundo, destaca-se pelo cultivo ser
em areas alagadas e também pela adaptacdo e producédo de arroz sequeiro
(BARRETO et al., 2002; FONSECA et al., 2008).

O processo basico de beneficiamento do arroz consiste no recebimento
do arroz em casca, como é colhido, este entdo passa pelo processo de
descascagem, onde separa-se a casca do grao de arroz, obtendo o arroz
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integral. Para se obter o arroz branco, os graos devem passar pelo processo de
polimento, onde é separado o farelo de arroz (constituido de tegumento,
pericarpo, aleurona e gérmen) do grao de arroz branco. O farelo de arroz (Figura
3.11.) é rico em nutrientes e minerais, possui elevada quantidade de lipidios e
proteinas. A partir do farelo de arroz € possivel obter ragao, farinha, éleo de
arroz, concentrado de proteinas e proteina coagulada, cada 100kg de arroz em
casca gera aproximadamente cerca de 60 kg de arroz branco, 20 kg casca, 10kg
farelo e 10 kg fragmentos (JULIANO; BECHTEL, 1985; EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2004 a, b; OLI et al., 2014).

Figura 3.11. Farelo de arroz.

Fonte: a propria autora.

3.4.1.5. Farelo de soja

A soja (Glycine max L.) € uma dicotileddénea leguminosa, pertencente a
familia Fabaceae. E um dos grdos mais produzidos no Brasil, utilizada
principalmente devido a sua rica composigao proteica para alimentagao humana
e animal (JARDINE; BARROS, 20207?).

A soja tanto para alimentacdo humana quanto animal passa pelo
processo de beneficiamento. Primeiramente separa-se a casca dos graos
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através de equipamentos de moagem, a casca pode ou ndo ser misturada com
o farelo de soja, dependendo do tipo de subproduto que se pretende
comercializar, para isso, esta deve ser moida e tostada. Os graos entdo seguem
passando pelo processo de laminacdo, posterior expansao através de vapor,
refrigeracao e extragcédo do 6leo por solvente hexano, apos a extragao do odleo é
obtido o farelo de soja (Figura 3.12.), o qual deve passar pelo processo de
tostagem para recuperar o hexano (dessolventizag&o) ainda presente e desativar
fatores antinutricionais. O farelo de soja € um dos principais subprodutos
utilizado como fonte proteica na alimentagcdo animal, isso porque pode
apresentar cerca de 44% a 48% de proteina bruta em sua composi¢cao
(BELLAVER; SNIZEK JUNIOR, 1999; THIAGO; SILVA, 2003; D’ARCE, 2006).

Figura 3.12. Farelo de soja.

Fonte: a propria autora.

3.4.1.6. Residuo de malte

A cevada (Hordeum wvulgare L.) também é uma monocotiledénea
graminea, pertencente a familia Poaceae, com a produg¢ao mais concentrada em
paises de clima temperado também de desenvolve bem em paises com clima

subtropical, como em algumas regides do Brasil, € utilizada principalmente na
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producédo do malte para a industria cervejeira. Entende-se por malte o processo
de germinagao de um cereal qualquer sob condigbes de umidade e temperatura
controladas (KALNIN, 1999; CAIERAO, 2008).

O residuo de malte ou bagago de cevada (Figura 3.13.) € o residuo
sélido oriundo do processo de produgao da cerveja, € gerado durante a filtracéo
do mosto antes da fervura, composto de restos de cascas e polpa de gréaos de
malte de cevada, e de outros cereais que possam ser adicionados, como arroz,
trigo, milho, centeio e aveia, entre outros. E o residuo sélido gerado em maior
quantidade, cerca de 14 a 20 kg a cada 100 litros de cerveja produzida. Sua rica
composi¢cao em agucares, proteinas e minerais, faz com que este residuo seja
utilizado na alimentacdo animal e desperta o interessa de seu uso em
bioprocessos, apesar de sua composi¢gao bromatolégica variar de acordo com o
processo empregado durante a produgdo da cerveja e os cereais utilizados
(CABRAL FILHO, 1999; SANTOS; RIBEIRO, 2005; SENE, 2010; CORDEIRO,
2011; MUSSATTO, 2014).

Figura 3.13. Bagaco de malte.

Fonte: a propria autora.

48



3.4.1.7. Residuo de uva

A videira € a planta que da origem a uva (Vitis vinifera L.) pertencente a
familia Vitaceae, o cultivo da uva denomina-se viticultura, o qual é realizado a
partir de plantas clonais propagadas por estaquia ou enxertia. A morfologia da
uva se destaca por ser plantas do tipo trepadeiras, com caule lenhoso,
apresentando gavinhas que auxiliam no suporte da planta, as inflorescéncias
podem ser bissexuadas ou unissexuadas, as quais dao origem as
infrutescéncias denominadas também de cachos. Dentre os produtos obtidos a
partir da uva processada, destacam-se: vinho, suco, vinagre, geleias e passas,
entre outros (ALBUQUERQUE, 2003).

O vinho tinto € uma das bebidas mais antigas e produzidas no mundo,
gera grandes quantidades de residuos, composto principalmente de polpa
residual do fruto, sementes, cascas e engago. Apesar de ser biodegradavel
necessita de devido descarte para nao gerar problemas ambientais. Em virtude
da composicédo do residuo de uva (Figura 3.14.) ser rica nutricional, ter
antioxidantes, bioativos, compostos fendlicos, fibras e dleos, cresce o interesse
pelo uso deste residuo na geragdo de produtos de alto valor agregado, na
industria de alimentos, como suplementos; em cosmeéticos; fitoterapicos; na
industria agricola, como material condicionante de solo, e na alimentagéo animal,
entre outros (STRAPASSON, 2016; TONON et al., 2018).
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Figura 3.14. Bagaco de uva.

Fonte: a propria autora.

3.4.2. Otimizacao dos parametros de produgao

Otimizar um processo consiste em obter um melhor rendimento e
maximo aproveitamento deste. Existem diversas técnicas para esta finalidade, e
a metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma das mais utilizadas. A
MSR consiste em um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas, as quais
descrevem e modelam as interagcbes de varios parametros diferentes
simultaneamente, com o propésito de encontrar a melhor condigéo, fornecendo
0 ajuste de uma equacgao polinomial ou quadratica aos resultados dos dados
experimentais. Inicialmente, deve-se escolher quais serdao os fatores ou as
variaveis independentes (umidade, temperatura, pH, concentragao, entre outros)
e o0s niveis desses fatores, que sao os diferentes valores dentro de uma variavel,
de acordo com o objetivo do estudo. Em seguida é realizada a escolha do projeto
experimental e realizado um planejamento experimental, que € um conjunto
especifico de experimentos com combinagcdes dos niveis dos fatores. Os
resultados entdo serdo as variaveis dependentes, as quais permitem o ajuste de

modelos matematicos, em fungdes que descrevem e possibilitam explorar o
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sistema em questdo, baseado no desenho experimental. Por fim, o modelo é
avaliado e verificado se ha necessidade de algum ajuste. Assim, é possivel
identificar qual a condi¢ao 6tima e os efeitos das interagdes entre os diferentes
niveis. Ao contrario das técnicas convencionais que avaliam um fator de cada
vez, a MSR permite a reducédo do numero de experimentos, economia de tempo,
produtos e trabalho, e respostas mais rapidas e confiaveis (CHEN et al., 2005;
BEZERRA et al., 2008; PRAKASH; PADMAJA; KIRAN, 2009; FARLIAHATI et al.,
2010; SIVASUBRAMANIAN; NAMASIVAYAM, 2014).

O Box-Behnken é um tipo de projeto experimental utilizado em MSR.
Este por sua vez, nao contém um experimento fatorial completo ou fracionado
incorporado, as combinag¢des dos tratamentos sdo em trés fatores codificados,
para um modelo quadratico utiliza-se trés niveis. Por apresentarem menos
pontos que outros tipos de projetos, € menos trabalhoso (FERREIRA et al., 2007;
BEZERRA et al., 2008).

Thomas; Larroche; Pandey (2013), citam o uso da metodologia de
superficie de resposta para a otimizacdo dos parametros de producéo no CES,
como: temperatura, pH, umidade, tipo de substrato, uso de inerte, aeracéo,
tamanho da particula, entre outros, ressaltam que esses fatores interferem
consideravelmente na producao e qualidade dos esporos.

O Diagrama de Pareto € um recurso muito utilizado na estatistica,
consiste em um grafico que permite organizar os dados de forma hierarquica, de
acordo com a frequéncia em que ocorrem, auxiliando na identificagdo e avaliagcédo

dos parametros e suas interagdes mais significativas sobre cada variavel.

3.5. Analise de custos

A analise de custos para a implantagdo de uma empresa é primordial,
visto que é uma ferramenta necessaria nas tomadas de decisbes. Além de
auxiliar na precificagdo dos produtos, na otimizacdo da producdo e na
valorizacao do estoque, € por meio desta que se faz a contabilidade dos ganhos
e dos gastos da empresa e quanto é preciso para que se mantenha o processo
operante. E a partir da analise de custos que se identifica os fatores de produgdo
que mais influenciam no custo do produto final. Para realiza-la, inicialmente

divide-se os custos em fixos, que nao alteram no decorrer do processo, e custos
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variaveis, que dependem da demanda da producdo (MENDES, 2015;
BRANDAO; CAMPOS; GONCALVES, 2019).

O CAPEX (Capital expenditure) é o investimento fixo ou capital inicial,
divido em custos diretos (equipamentos, instrumentos, acessérios, bombas, etc.)
e custos indiretos (instalagdes, engenharia, assessoria, etc.), necessarios para
iniciar as operagdes. Ja o OPEX (Operational expenditure) se refere aos custos
variaveis necessarios para manter o processo, como: insumos, mao-de-obra,
impostos, energia, entre outros. A partir da analise de custo é possivel realizar a
analise de sensibilidade do processo com base nos indicadores econémicos e
assim ter a constatacio da lucratividade do processo. Entre eles encontram-se:
o Valor Presente Liquido (VPL) que consiste na soma algébrica de todos os
fluxos de caixa descontados para o instante presente a uma dada taxa de juros,
segundo Baasel (1990), é uma medida utilizada para comparar alternativas em
um projeto, quanto maior € o VPL, melhor € a alternativa; a Taxa Interna de
Retorno (TIR) que mede a rentabilidade do investimento por unidade de tempo.
Segundo Baasel (1990), sdo esperados valores entre 15% a 30% para industrias;
e o Tempo de retorno (Payback) que € o prazo de recuperagao do investimento,
quanto maior for o tempo de retorno, menos atrativo se torna o investimento
(MENDES, 2015).

Porém, ainda existem poucos trabalhos que estudam a avaliacao

econdmica do processo produtivo de entomopatdgenos fungicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(IBILCE), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),

Campus de Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

4.1. Microrganismo

Foi empregada a linhagem Metarhizium anisopliae 1BCB 425, cedida
gentilmente pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. O fungo foi armazenado em
tubos de ensaio vedados, contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA,
Acumedia, EUA). Apos o pleno desenvolvimento do fungo, adicionou-se uma fina
camada de 6leo mineral, para a prote¢ao das colénias. Os tubos entdo foram
mantidos em camaras refrigeradas a 4°C até a sua utilizacao.

As repicagens foram realizadas em frascos de Erlenmeyer (250 mL)
inclinados, contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, com auxilio de al¢a de
platina. Os frascos foram posteriormente armazenados em camera DBO a 28 °C
por 15 dias. Utilizou-se somente até a terceira geragao do fungo, consistindo em
trés repicagens consecutivas da mesma colénia (QUINTELA; YOKOYAMA;
ROBERTS, 1994). A cada dois meses, o fungo era repicado em larvas de
tenébrio gigante (Zophobas morio - Coleoptera: Tenebrionide), para que nao
ocorresse a perda da viruléncia e a qualidade dos esporos. As larvas eram
acomodadas em placas de Petri contendo algoddao umedecido com agua
destilada e posteriormente esterilizadas (1 atm; 30 minutos a 120°C). O processo
de inoculagédo ocorria em Erlenmeyers inclinados contendo BDA, no qual as
larvas, apos esterilizadas, eram dispostas e inoculadas com 1 mL suspensao de
esporos na concentragéo de 107 esporos/ mL, apds os 15 dias de cultivo, com o
auxilio de uma alga de platina, eram realizados os repiques do fungo que crescia
apenas em cima das larvas, em Erlenmeyers com BDA.

Para o preparo dos indculos, adicionou-se solugao Tween 80 a 0,1 %
(v/v) aos frascos, raspando-se a superficie da colénia com a alca de platina para

o desprendimento dos esporos. Foi fixada a concentragido de 107 esporos/ mL
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em todos os ensaios, realizando-se a contagem de esporos em Camara de
Neubauer, com ajuda de microscopia éptica com aumento de 400x.
Todos os materiais utilizados foram previamente esterilizados (1 atm; 30

minutos a 120°C) e os procedimentos realizados em camara de fluxo laminar.

4.2. Substratos empregados nos cultivos em estado sélido

Como substratos para os ensaios de selecao utilizou-se: quirera de
milho, farelo de milho, farelo de trigo, farelo de soja e farelo de arroz, adquiridos
em mercado local; residuo de malte e residuo de uva, gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. Vanildo Del Bianchi, do laboratorio de Bioprocessos (LaBio) da mesma
universidade. Como material suporte inerte, utilizou-se o bagago de cana-de-
acgucar (BC), cedido gentilmente pela Usina Vale, de Onda Verde, SP. O arroz
tipo 1 utilizado nos ensaios como controle também foi adquirido em mercado
local.

Para os experimentos, o residuo de uva, o residuo de malte e o BC foram
previamente secos em estufa de convecgao forcada a 65 °C até peso constante,
com o intuito de evitar a degradagao microbiologica desses residuos devido a
rica composigao nutricional e para melhor manejo e armazenamento durante os
ensaios. O bagacgo de uva foi posteriormente triturado em moinho de facas, para
se obter uma granulometria menor e homogénea. O BC foi primeiramente
peneirado em peneira de 3 mm de abertura, e em seguida peneirado em peneira
de 1,41 mm de abertura, utilizando-se o material retiro entre as peneiras.

Todos os substratos foram mantidos em embalagens de polietileno de
parede espessa em camara de congelamento a -16°C, para conservagao até a

sua utilizagao.

4.3. Ensaios de selegao de residuos soélidos

Os ensaios de selegdo dos residuos solidos mais promissores em
termos de producao de esporos foram realizados em embalagens plasticas de
polipropileno com dimensdes de 10x20cm com 10 g de substrato, previamente
umedecidos e homogeneizados. As embalagens foram fechadas com bocais de

PVC e tampbes de algodao envoltos com gaze, para que ocorresse a troca de
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gases, sem a passagem de microrganismos contaminantes. Apos os residuos
terem sido umedecidos, foram autoclavados (1 atm; 30 minutos a 120°C) e
posteriormente inoculados com 1 mL de suspenséo de esporos de 107 esporos/
mL em camara de fluxo laminar, concentracao de esporos fixa utilizada em todos
os ensaios. Todos os ensaios foram incubados em camara DBO em auséncia de
luz por 10 dias, seguindo-se recomendagdes de Lopes (2016) e Cunha (2020).
Em todos os ensaios foram feitas amostras de controle em mistura de arroz com
bagacgo de cana-de-agucar na proporcéo 9:1 (p/p) com 48% de umidade (base
umida b. u. como as demais deste trabalho). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata, assim como os demais ensaios. Foi medida inicialmente a umidade
dos substratos em um analisador de umidade infravermelho MB 45 (OHAUS,
Parsippany, EUA), para posteriores ajustes de umidade.

A extracdo dos esporos foi similar em todos os ensaios, foi realizada
adicionando-se 10 mL/ gss (grama de substrato seco) de solugao Tween 80 (0,1
% vlv), ao meio cultivado, seguido de agitagcdo reciprocante em banho
metabdlico (Marconi, Dubnoff, Brazil) a 120 ciclos por minutos durante 50
minutos. Desta suspenséao foram retiradas amostras para contagem dos esporos
com auxilio de Camara de Neubauer, em microscopio optico.

Para os ensaios de selecao dos substratos fixou-se a temperatura de
cultivo em 28°C e as proporgdes substrato:suporte em 5:5; 7:3 e 9:1(p/p).

Inicialmente, realizou-se ensaios fixando a umidade do substrato em
48% (b. u.) por ser a condigao 6tima encontrada para o cultivo em arroz (Cunha
et al., 2019, 2020c) adicionando agua destilada antes da esterilizagao para se
obter a umidade desejada.

Considerando a heterogeneidade dos residuos em relacédo a
composi¢ao quimica e a sua constituicao fisica, que afetam a retencéo de agua,
foram também realizados ensaios de maceragao, no qual os residuos foram
pesados e embebidos com agua destilada por uma noite, em seguida drenados,
empregando-se peneiras, e acomodados nas embalagens plasticas para serem

esterilizados. Nesta etapa adquiriu-se os residuos de malte e de uva.
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4.4. Ensaios de otimizagao das condigoes de cultivo com farelo de

milho

Ap0Os a realizacdo dos ensaios de seleg¢ido dos substratos, optou-se pela
mistura farelo de milho/BC para prosseguir para os ensaios de otimizagado das
condi¢des de cultivo, visando obter a maior concentragdo de esporos possivel.
Os ensaios foram realizados em embalagens plasticas com 10 g de substrato
(ativo:suporte), como descrito no item 4.3.

Os ensaios de otimizacdo foram realizados seguindo-se um
planejamento estatistico fatorial do tipo Box-Behnken, com analise de variancia
e superficie de reposta. Foram realizados dois ensaios de otimizacdo. Em ambos
ensaios utilizou-se os niveis de temperaturas em 27°C; 30°C e 33°C, embasadas
em Cunha et al. (2019), e os niveis de propor¢ao substrato:suporte em 7:3; 8:2
e 9:1 (p/p). Para o primeiro ensaio de otimizagao, estabeleceu-se os niveis de
umidade em 45%; 65% e 85%, tendo como referéncia a umidade do arroz
empregado por Cunha (2020c), Soccol (1992), e os ensaios de maceragao.
Porém, os resultados para estes ensaios de otimizagcdo nao foram conclusivos e
decidiu-se entao alterar os niveis de umidade inicial para 65%, 70% e 75%. A
Tabela 4.1. reune as condigdes de ambos os ensaios de otimizagcao e a Tabela

4.2. a matriz de planejamento.

Tabela 4.1. Niveis empregados nos ensaios de otimizagao.

Niveis
Ensaios Fatores
-1 0 1
Temperatura (°C) 27 30 33
Proporcao (substrato:suporte) 7:3 8:2 9:1
Primeiro 45 65 85
Umidade (%, b.u.)
Segundo 65 70 75

Fonte: a propria autora.
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Tabela 4.2. Matriz de planejamento para os ensaios de otimizagao.

Temperatura (°C) Proporgao
Ensaio Umidade (%)
(p/p)*
Primeiro Segundo
ensaio ensaio
1 27°C 45% 65% 8:2
2 33°C 45% 65% 8:2
3 27°C 85% 75% 8:2
4 33°C 85% 75% 8:2
5 27°C 65% 70% 7:3
6 33°C 65% 70% 7:3
7 27°C 65% 70% 9:1
8 33°C 65% 70% 9:1
9 30°C 45% 65% 7:3
10 30°C 85% 75% 7:3
11 30°C 45% 65% 9:1
12 30°C 85% 75% 9:1
13 30°C 65% 70% 8:2
14 30°C 65% 70% 8:2
15 30°C 65% 70% 8:2

*Proporgao — substrato:suporte.

Fonte: a propria autora.

4.5. Cinética de esporulagao

ApoOs 0s ensaios de otimizacdo optou-se pela condicdo favoravel a
producdo de esporos no farelo de milho:BC (temperatura 27°C, proporcao
farelo:bagaco 8:2 umidade 70%), para a qual realizou-se a cinética de
esporulacao do fungo ao longo de 15 dias de cultivo, tempo médio de cultivo do
fungo frequentemente observado na industria. Para isso, foram realizados
ensaios como descrito no item 4.3., em triplicata, em embalagens com 10 g de
substrato (ativo:suporte) sendo realizada a contagem diaria de esporos em

ensaios destrutivos de amostras.
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4.6. Ensaios de ampliacao de escala

Para avaliar a producao de esporos em uma escala proxima a empregada
industrialmente, foram feitos ensaios com 300 g (b.u.) de substrato, preparados
em embalagens de polipropileno de 35x45cm com bocais de PVC acoplados e
tampbes de algoddo. Apos serem umedecidos, os substratos foram
autoclavados (1 atm; 30 minutos a 120°C) e posteriormente inoculados com 30
mL de suspensé&o de esporos de 107 esporos/ mL em camara de fluxo laminar.
Foram realizados ensaios utilizando-se apenas arroz a 48% de umidade (b.u.),
como ocorre industrialmente, para servir de controle ao cultivo com a mistura de
farelo de milho com bagago de cana-de-agucar, nas proporgdes de 7:3, 8:2 e
9:1(p/p) (substrato:suporte) e 70% de umidade. Os cultivos foram feitos a 27 °C
por 15 dias, com as embalagens dispostas verticalmente em DBO. A extragao

dos esporos ocorreu como descrito no item 4.3.

4.7. Ensaios de vigor dos esporos

Foi avaliado o vigor dos esporos produzidos na mistura farelo de
milho:BC na proporcdo 8:2 (substrato:suporte), com 70% de umidade,
comparando com aqueles produzidos no arroz (controle), na propor¢ao 9:1
(substrato:suporte) com 48% de umidade, ambos com 15 dias de cultivo, a 27
°C, em embalagens com 10 g de substrato (ativo:suporte). Apés o cultivo do
fungo, os substratos cultivados arroz e farelo de milho:BC, foram dispostos em
dessecadores com silica gel (substituida a cada 2 dias), por 10 dias, apds serem
secos, os esporos foram extraidos como descrito no item 4.3. Os esporos foram
inoculados por gota (15 pl) em placas de Petri contendo meio BDA. As placas
inoculadas foram secas em camara de fluxo laminar por 15 min e incubadas a
27 °C por 18 h. Os ensaios foram realizados em triplicata. A concentracao de
esporos vigorosos foi determinada avaliando a germinacdo dos esporos apos
incubacdo, por observacdo microscopica direta com aumento de 400x. Foram
considerados vigorosos os esporos com tubos germinativos maiores do que o

diametro de um esporo ndao germinado.
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4.8. Ensaios de patogenicidade do fungo

Foi avaliada a patogenicidade dos esporos produzidos na mistura farelo
de milho:BC na proporgdo 8:2 (substrato:suporte), com 70% de umidade,
comparando-se os resultados com os de esporos produzidos no arroz (controle),
na proporc¢ao 9:1 (substrato:suporte) com 48% de umidade, ambos com 15 dias
de cultivo, a 27°C, em embalagens com 10 g de substrato (ativo:suporte). Para
esses ensaios, foram utilizadas larvas de Zophobas morio, medindo 4 - 5 cm
(Figura 4.1.), adquiridas no comércio local.

Apods o cultivo do fungo no arroz e no farelo de milho:BC, preparou-se
suspensdes de esporos extraidos como descrito no item 4.3. Os ensaios foram
realizados por imers&o das larvas nas suspensdes com 108 esporos/ mL, e em
agua destilada com Tween 80 (0,1 % v/v) para as testemunhas, por 20 segundos.
As larvas foram posteriormente, acondicionadas em caixas plasticas, com papel
filtro no fundo para conter o excesso da suspensao e tampadas com telas que
permitam a ventilagao natural. Os ensaios foram realizados trés vezes no tempo
e cada tratamento (farelo de milho:BC; arroz; testemunha) em duplicata,
contendo quinze larvas cada. Os tratamentos foram acondicionados em camara
DBO a 27°C por 15 dias, durante os quais as larvas foram alimentadas com
vegetais frescos (substituidos a cada 2 dias) e farelo de trigo. Foi acompanhado
diariamente o numero de mortes das lagartas (POTRICH et al., 2007; ORESTE
et al., 2012; SANTOS, 2013).
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Figura 4.1. Larva de Zophobas morio.

Rt

BT

Fonte: a propria autora

4.9. Analise granulométrica

Realizou-se a anadlise granulométrica da area superficial dos graos de
arroz e do farelo de milho, substrato selecionado dentre os demais residuos,
empregando-se o software Image-Pro Plus de tratamento de dados de imagem,
afim de comparar a area superficial disponivel de cada meio para o crescimento
do fungo. Para o célculo da area superficial especifica de cada substrato, utilizou-

se a Equacgao 1.

‘ area superficial total (1)
Area superficial especifica = P

peso total da amostra

Onde multiplicou-se o numero de particulas pela média da area superficial
de cada intervalo, somou-se o total de cada intervalo, obtendo a area superficial
total de cada imagem e dividiu-se pelo peso de cada amostra, 0,1 g para o farelo
de milho e 0,5 g para o arroz.
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4.10. Analise de custos de produgao

Para avaliar a redugdo dos custos de producdo dos esporos de M.
anisopliae IBCB 425 utilizando o substrato alternativo comparado com a
producdo em arroz, realizou-se uma analise de custos e determinados
indicadores econémicos. A analise de custos foi realizada com o auxilio do
Software de planilha de dados Excel, a partir do qual foi feita a relacao de custos
e lucro. Os dados quantitativos de produgcao (Tabela 4.3.) foram fornecidos
gentilmente por uma biofabrica de pequeno porte, Oligos Biotec, situada em Sao
José do Rio Preto — SP, que produz esporos de M. anisopliae em arroz tipo 1 em

embalagens plasticas.

Tabela 4.3. Dados gerais da producao de esporos de M. anisopliae.

Producao de esporos

Substrato inoculado

kg/dia 150
t/ano 37,5

Rendimento esporos

Kg/més 22,5
kg/ano 270
Formulagao (kg)

Esporos (g) 320
Adjuvante caulim (g) 680

Dose 650 g 10 ha
Fonte: Oligos Biotec (2020).

Os custos de equipamentos, como: autoclave, extrator de peneira
vibratoria, cAmara de refrigeracao, ar-condicionado, seladora, desumidificadores
e substrato alternativo, foram determinados através de pesquisas de mercado,
com empresas do ramo. O custo do bagacgo de cana foi 0 mesmo utilizado por
Mendes (2015).
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Foram calculados o CAPEX e o OPEX do processo, sendo CAPEX o
investimento fixo ou capital inicial, dividido em custo diretos (equipamentos,
instrumentos, acessorios) e custo indiretos (instalagcdes, engenharia, assessoria,
etc.), necessarios para comegcar as operagoes. OPEX sao os custos variaveis e
necessarios para manter o processo, como: insumos, mao-de-obra, impostos e
energia, entre outros (MENDES, 2015). Como indicadores econémicos foram
calculados o TIR — Taxa Interna de Retorno, o VPL — Valor Presente Liquido e o

Payback que mede o prazo de recuperagao do investimento.
4.11. Analises estatisticas
As comparagdes entre os valores das médias dos diferentes tratamentos

foram feitas usando o teste de Tukey a nivel de confianga de 95% através do
software Minitab 18 (Minitab Inc., State College, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios de sele¢ao dos residuos solidos

Para identificar quais substratos possibilitariam a maior producédo de
esporos de Metarhizium anisopliae IBCB 425, foram realizados os ensaios de
selegdo. Assim, fixou-se a umidade do meio em 48% e a temperatura em 28°C,
condi¢des oOtimas encontradas para o arroz tipo 1 por Cunha et al., (2019) e
(2020c), variou-se os substratos e as proporgdes substrato:suporte (5:5; 7:3 e
9:1), sendo o suporte bagago de cana-de-agucar, considerado inerte. Os
resultados estao apresentados na Tabela 5.1.

De acordo com a Tabela 5.1., os substratos avaliados foram capazes de
produzir esporos, porém, de modo geral, apresentaram concentragdes de
esporos, na ordem de 108 esporos/ gsa (grama de substrato ativo), inferiores as
obtidas para arroz tipo 1 por Cunha et al. (2020b) na ordem de 10° esporos/gsa.
Entre as propor¢des empregadas, a de 7:3 (substrato:suporte) foi a que obteve
maiores concentracdes de esporos, estatisticamente superior que as outras
proporgdes empregadas. Industrialmente isso nao seria ruim, visto que a
proporcao 5:5 ocupa um espago maior devido ao maior volume do meio, devido
a maior quantidade de bagaco, e a proporgdo de 9:1 necessita ser mais
homogeneizada por ter uma quantidade menor de bagago, demandando maior
mao-de-obra. Acredita-se que os altos valores de desvio padrao e de coeficiente
de variagao observados possam estar relacionados a adaptagao do fungo no
meio, devido a heterogeneidade dos substratos e as variagbes nas
granulometrias. Os altos valores dos coeficientes de variagdo (CV) observados
teriam impacto na previsdo da quantidade total de esporos produzidos quando
da operacao industrial.

O farelo de trigo foi 0 meio que alcangou a maior producéao de esporos,
estatisticamente superior que o obtido nos outros substratos, nas trés proporgdes
empregadas. O farelo de arroz, o farelo de milho e a quirera de milho nao
diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, a proporcao de 7:3 ainda foi a que
proporcionou a maior concentracao de esporos. Acredita-se que o farelo de trigo

possa ter proporcionado maior concentracdo de esporos devido a presenca de
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carboidratos amilaceos facilmente assimilaveis pelo fungo em concentragdes

mais elevadas do que nos outros residuos.
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Tabela 5.1. Concentracao de esporos dos ensaios de selecido dos substratos com 48% de umidade, a 28 °C por 10 dias de cultivo.

Proporgoes substrato:suporte (p/p)

Residuos 9:5 7:3

C.10°8 DV 108 cv C.10°8 DV 108 Ccv C.108 DV 108 Ccv

(esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporosi/gsa) (%)

Farelo de 6,40 BP 2,40 37,5 5,43 Ba 0,86 15,8 6,22 Bab 1,78 28,6
arroz + BC

Farelo de 4,80 Bb 1,60 33,3 5,71 Ba 0,14 25 4,89 Bab 0,89 18,2
milho + BC

Farelo de 13,6 AP 0,9 7,1 22,0 Aa 14,0 63,6 11,7 Adb 0,3 2,5
trigo + BC

Quirera de 7,20 Bb 1,60 22,2 8,57 Ba 1,14 13,3 5,26 Bab 0,23 44
milho + BC

*Ce: concentragdes de esporos por grama de substrato ativo (gsa); BC — bagago de cana; DV — desvio padréo; CV (%) — coeficiente de variagéo
(CV=DV/média. 100). As médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma coluna e por letras mindsculas na mesma linha diferem

significativamente de acordo com o teste de Tukey ao nivel de confianga de 95%.
(Fonte: a prépria autora)
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A agua tem importante fungcdo no CES, que é a de mediar reagdes
bioquimicas, solubilizar nutrientes, metabdlitos e gases, dentre outras, de modo
que a determinacgdo do conteudo ideal de agua depende de cada sistema de
cultivo (PANDEY, 2003). Logo, se a umidade do meio for baixa, os nutrientes
ficardo retidos. Em substratos amilaceos, a agua tem o papel de hidratar e de
participar da gelatinizacdo do amido presente, o qual fica disponivel para a
hidrolise e aproveitamento pelo fungo, que secreta amilases que hidrolisam o
amido em glicose (CRIPWELL; ZYL; VILJOEN-BLOOM, 2020). Gervais; Molin
(2003), citam que se a umidade do meio for baixa, dificulta a difusdo de solutos,
prejudicando o crescimento microbiano. Damir (2006), avaliou a produgao de
esporos de dois isolados de B. bassiana e um de M. anisopliae em graos de trigo,
de milheto e de milho quebrado, em diferentes umidades. Concluiu, que dos
fungos testados, M. anisopliae foi capaz de produzir mais esporos, nos trés
meios, e que a producdo de esporos foi influenciada pelo volume de agua no
substrato, apresentando maiores produgdes na proporgao (substrato:agua)
1:1,5.

No intuito de avaliar como o processo de umidificagao poderia afetar o
processo microbioldgico, realizou-se ensaios de maceragdo, no qual os
substratos foram previamente pesados e embebidos com agua destilada e
deixados descansar por uma noite. Em seguida, os materiais foram drenados
através de peneiras e preparados para serem inoculados e incubados a 28°C.
Para os meios de granulometria mais fina, como o farelo de arroz e o bagacgo de
uva, foi fixada a umidade de 80% (b.u.) com a intencao de alcangar uma umidade
alta no substrato, adicionou-se agua destilada para atingir a umidade desejada
antes de esterilizar. Nesta etapa, foram adquiridos os residuos de malte e de
uva. Os resultados das concentragdes de esporos estdo apresentados na Tabela
5.2.
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Tabela 5.2. Concentragao de esporos nos substratos macerados, a 28 °C por 10 dias de cultivo.

Proporgoes substrato:suporte (p/p)

Residuos
5:5 7:3 9:1
C.10° DV 10° Ccv C.10° DV 10° Ccv C.10° DV 10° Ccv
(esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%)
Farelo de 4,28 CPbe 0,12 2,9 2,17 Cbo 0,34 15,7 2,50 ¢ba 0,05 1,85
arroz + BC
Farelo de 4,24 Be 0,32 7,6 8,29Bb 1,2 14,5 7,718B2 1,62 21,04
milho + BC
Farelo de 8,68 B¢ 1,00 11,5 8,118Bb 0,80 9,9 6,27 Ba 0,71 11,34
trigo + BC
Quirera de 2,64 Cc 0,08 3,2 3,00 ¢ 0,77 25,7 3,42¢a 0,09 2,61
milho + BC
Residuo de 10,08 A¢ 0,07 6,3 9,710 0,80 8,3 9,18Aa 0,02 0,25

malte + BC




Tabela 5.2. Continuacgao.

Proporgoes substrato:suporte (p/p)

Residuos
5:5 7:3 9:1
C.10° DV 10° cVv C.10° DV 10° cv C.10° DV 10° cv
(esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%)
Residuo de 1,720b¢ 0,21 12,6 1,31 Db 0,06 4,6 2,64 ba 0,12 4,69
uva + BC
Arroz + BC (%) 4,34 0,15 3,8

*Ce: concentragdes de esporos por grama de substrato ativo (gsa); BC — bagaco de cana; DV — desvio padréo; CV (%) — coeficiente de
variacado (CV=DV/média. 100). As médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma coluna e por letras minusculas na mesma

linha diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey ao nivel de confianga de 95%.
(") Extraido de Cunha et al. (2020b)

(Fonte: a propria autora)
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As concentracdes de esporos obtidas nos ensaios com maceragao
foram superiores aos sem maceragéo. Possivelmente, o contato da agua com os
residuos por tempo prolongado antes do cultivo permitiu que nutrientes tenham
sido solubilizados e se tornado facilmente disponiveis ao fungo, favorecendo seu
crescimento vegetativo. Além disso, os materiais foram autoclavados e com isso
0 aquecimento da agua presente internamente aos materiais pode ter feito com
que estruturas celulares tenham se rompido, tornando-as mais acessiveis as
acdes enzimaticas. Os melhores resultados foram observados estatisticamente
para a proporcao substrato:BC de 9:1.

Comparando os valores de desvio padrao e de coeficiente de variagao
dos resultados de 48% de umidade com os de maceracéao, observa-se que estes
indicadores foram menores com a maceracao. Isso pode ter ocorrido devido a
interagdo intima que os substratos tiveram com a agua durante a maceragao,
que permitiu que parte dos nutrientes, necessarios aos estagios iniciais do
cultivo, fossem solubilizados na agua. Sendo os materiais heterogéneos e a
adicdo da agua e posterior homogeneizagao procedimentos manuais, € possivel
que a umidificacdo imediatamente antes da esterilizagao térmica nao tenha sido
eficiente, de modo a haver variagdo da concentragdo de agua no meio e
consequente heterogeneidade do cultivo que resultou em alta variabilidade.
Somente ensaios com coletas de amostras em diferentes partes dos meios de
cultivo e analises de umidade e de concentragdao de nutrientes (agucares
redutores, proteinas, amido, etc.) poderia confirmar esta hipétese.

O farelo de soja nao teve seus resultados apresentados, pois, favoreceu
apenas o crescimento micelial do fungo M. anisopliae IBCB 425, o qual ndo € o
foco do presente estudo. Santos (2017), empregou farelo de soja para a
producdo de esporos de M. anisopliae, porém n&o alcangou resultados
satisfatorios, como no presente estudo. Penariol (2006) e Dallastra; Ramalho;
Agudelo (2019), obtiveram baixas concentragdes de esporos quando utilizaram
o farelo de soja como meio. Santoro et al. (2005) e Afifah et al. (2021), concluiram
que fontes de nitrogénio sao importantes durante o desenvolvimento do fungo,
por favorecerem o crescimento micelial. Segundo Rezende (2009), geralmente
ocorre o processo de produgédo de esporos quando o fungo ja consumiu todo o
nitrogénio do meio e ainda ha carbono. No caso do farelo de soja, acredita-se

que este tenha uma quantidade maior de nitrogénio do que de carbono, por isso
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tenha suportado apenas o crescimento de biomassa. Mishra; Kumar; Malik
(2016), ao utilizarem residuos para a produgdo de esporos de B. bassiana,
encontraram que as maiores concentragdes de esporos eram obtidas em meios
com maior relacédo C:N e as menores concentragdes de esporos foram em meios
com menores relagdes C:N.

O residuo de malte foi o residuo que apresentou maior produgcao de
esporos, em todas as proporgdes. Acredita-se que isso ocorra devido a presenca
de cereais, como a cevada, milho e trigo, de alto valor nutricional e a
disponibilidade de carboidratos assimilaveis pelo fungo que perduram durante o
processo de fabricagdo da cerveja, pois, segundo Clark e colaboradores (1987),
residuos de cervejaria podem conter altas quantidades de proteinas e
carboidratos.

O farelo de trigo e o farelo de milho foram os substratos que
apresentaram maiores concentracdes de esporos com a maceracgao, depois do
bagacgo de malte, e néo diferiram estatisticamente entre si. Acredita-se que isso
tenha ocorrido devido a quantidade de amido presente nos meios, cerca de 35,5
e 54,4% respectivamente (TD SOFTWARE, 2021). Santos (2017), ao empregar
farelo de trigo e farelo de milho para a produgao de esporos de M. anisopliae,
ressalta que é possivel obter concentracdes de esporos consideraveis nestes
meios devido a maior area superficial destes substratos e a relevante
composig¢ao nutricional dos mesmos, o que esta de acordo com o presente
trabalho.

A quirera de milho, foi o substrato que resultou em uma das menores
concentragdes de esporos, possivelmente devido a sua maior granulometria que
pode ter dificultado o acesso do fungo aos nutrientes, apesar de ter
granulometria proxima a do arroz. Isso pode ter ocorrido devido a grande
quantidade de celulose e hemicelulose presente no pericarpo do grao de milho.
Segundo Mouréo et al. (2012), cerca de 23% e 67% da quirera de milho sdo de
celulose e hemicelulose, respectivamente, e o fungo M. anisopliae nao tem sido
reportado na literatura como bom produtor de celulases e hemicelulases para
degradar estes constituintes do grao, dificultando o acesso a compostos de baixo
peso molecular. Isso pode explicar porque o fungo néao utiliza o bagago de cana-
de-acucar como fonte de nutriente, devido a sua composi¢cao ser em grande

parte de celulose e hemicelulose. O que também pode ter ocorrido € que o fungo
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encontrou dificuldade em romper a camada proteica que envolve os granulos de
amido, devido a natureza compacta dos mesmos. Para a ruptura desta camada
proteica podem ser usados alguns processamentos, como moagem, tostagem,
peletizacdo, laminagao a vapor, expansao e extrusdo (MCALLISTER et al., 1990;
MOURAO et al., 2012). Pires et al. (1999) e Mourdo et al. (2012), citam que,
quando o grao de milho passa por algum tipo de processamento que quebre a
estrutura do endosperma, ha a exposi¢cado dos granulos de amidos, que ficam
susceptiveis a gelatinizagdo quando entram em contato com a agua e séo
expostos ao calor, facilitando a degradagéo enzimatica.

Ao avaliar o aumento da concentracado de esporos entre os ensaios com
diferentes formas de umidificacdo, o menor aumento na maceracéo foi verificado
para a quirera (2,7 vezes maior na maceragao), enquanto que o maior aumento
foi para o farelo de milho (7,8 vezes), ficando o farelo de trigo em posigéo
intermediaria (5,4 vezes). Desta forma, reforgca-se a dificuldade em se lixiviar os
nutrientes ao se empregar a quirera de milho na maceragao.

O farelo de arroz e o residuo de uva foram os substratos com menores
concentragdes de esporos, em ordem decrescente respectivamente. O residuo
de uva foi o substrato com as menores concentracdes de esporos, isso pode ter
ocorrido devido a composi¢ao do meio, a qual possibilita a produg¢ao de esporos,
porém, carece de um equilibrio correto entre as fontes de carbono e nitrogénio,
necessarias para o pleno desenvolvimento do fungo, visto que este residuo é
rico em celulose, fitoquimicos, proteinas e minerais. A uva é uma das frutas com
maiores quantidades de compostos fendlicos quando comparada com outras
frutas e vegetais, sabe-se que compostos fendlicos podem ter agcédo antifungica
dependendo da quantidade e do tipo em que sdo encontrados (MACHEIX;
FLEURIET; BILLOT, 1990; OLIVEIRA et al., 2007). Strapasson (2016), realizou
a analise de pH da farinha de residuo de uva, e encontrou valores entre 3,6 e
4,0, isso também pode interferir de forma significativa no crescimento
microbiano, visto que o fungo M. anisopliae prefere pH proximo do neutro 7,0
(PRAKASH; PADMAJA; KIRAN, 2008).

No farelo de arroz é possivel observar uma diminuigdo da concentracao
de esporos nas proporgdes (substrato:suporte) de 7:3 e 9:1, quando comparadas
a proporgao 5:5, isso pode ter ocorrido devido a granulometria deste meio ser

mais fina, acredita-se que quando ha o aumento da quantidade de substrato e a

71



diminuicdo do conteudo de suporte, ocorre a aglomeragdo desse material
dificultando o crescimento fungico entre as particulas. Santos (2017), também
cultivou M. anisopliae em farelo de arroz e obteve baixas concentragdes de
esporos. A autora salienta que isso possa ter ocorrido devido a formacéo de
grumos do meio, que impediram o crescimento e desenvolvimento do fungo, o
que corrobora com o discutido no presente estudo. Dorta et al. (1990), avaliaram
a producgao do fungo M. anisopliae em meio contendo apenas farelo de arroz e
meio contendo farelo de arroz + casca de arroz, obtiveram uma produgéo maior
de esporos, o dobro, no meio com a casca e atribuem esses resultados ao grau
de aglomeragédo do meio, que € menor no meio contendo a casca, permitindo
assim a troca gasosa. Oli et al. (2014), estudaram a absor¢do de agua de
diferentes tipos de arroz e concluiram que o arroz integral absorve menos agua
do que o arroz beneficiado devido principalmente a camada de farelo presente
no grao integral, a qual contém grande quantidade de lipideos e proteinas,
resultando em uma camada hidrofébica que dificulta a difusdo de agua no gréo.
Esta composicao do farelo de arroz rica em lipideos e proteinas pode explicar
porque a producgao de esporos foi relativamente menor neste substrato, acredita-
se que o farelo de arroz apesar de ser oriundo de um grao rico em amido, o arroz,
e apresentar cerca de 25% de amido (TD SOFTWARE, 2021), ndo é capaz de
disponibilizar esse amido para a hidrélise e consumo do fungo.

Observa-se que o processo de maceracgao foi capaz de proporcionar
bons resultados, porém ainda na mesma ordem de grandeza de concentragao
de esporos observadas para o arroz (CUNHA et al., 2020b). A partir destes
resultados, optou-se por trabalhar com diferentes niveis de umidade, pois
acreditou-se que a quantidade de agua empregada, baseada em experimentos
para arroz, nao era adequada a materiais com alto teor de fibras, uma vez que a
literatura demonstrou que estes materiais necessitam de conteudos de agua
mais elevados do que materiais predominantemente amilaceos (SOCCOL,
1992). Estes ensaios foram realizados sem maceragao, uma vez que o proposito
deste trabalho € a substituicdo do arroz tipo 1 em escala industrial, de modo que
uma etapa de maceragao certamente trara inconvenientes operacionais devido
a: macerar e drenar o substrato; geracdo agua residuaria que carece de
tratamento para descarte adequado; aumento da possibilidade de contaminagao

microbiana, visto que estes residuos possuem uma carga microbiana nativa.
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Cavalcante et al. (2008), também maceraram os substratos (arroz, farelo de
milho e farelo de trigo) que utilizaram para a produgdo de esporos de
Trichoderma e concluiram que, dependendo do tempo de imerséo, pode ocorrer
a solubilizagdo de alguns nutrientes que séo perdidos para o meio liquido, além
de afetar a estrutura do meio.

No decorrer da pesquisa bibliografica por referéncias, observou-se que
diversos autores que trabalham com o cultivo de fungos entomopatogénicos, ao
tratarem da umidificacdo do meio, relatam que os meios foram imersos em agua
por um determinado periodo e logo apos drenados, ou que foi adicionada certa
quantidade de agua ao meio, sem deixar claro a umidade inicial e final do
substrato, metodologias essas que dificultam a reprodutibilidade e a referéncia
de tais trabalhos.

Para prosseguir com os ensaios de otimizagao das condigdes de cultivo,
selecionou-se apenas um substrato para dar continuidade, considerando que
todos os meios foram capazes de produzir esporos com concentracbes da
mesma ordem de grandeza da obtida no arroz, entado optou-se por avaliar outros
quesitos, como: acessibilidade, custo, caracteristicas fisicas e manuseio.

O farelo de soja ndo proporcionou a esporulagdo do fungo. Com a
quirera de milho foi possivel obter esporulagao, porém em baixas concentragoes.
O bagaco de uva e o farelo de arroz apresentam granulometria fina, o que faz
com que os substratos formem aglomerados mesmo em mistura com bagaco de
cana, dificultando o crescimento microbiano. Além disso, o bagag¢o de uva,
necessita de operagdes de secagem e moagem para homogeneizar sua
granulometria, ndo sendo vantajoso economicamente e industrialmente.

O bagacgo de malte, assim como o bagaco de uva, necessita de cuidados
especiais durante o transporte e armazenamento, devido a alta umidade desses
residuos e a rica composicao nutricional, que favorecem o crescimento de
diversos microrganismos. Cordeiro (2011), cita que o bagaco de malte é um
residuo com potencial para uso em diversas areas, porém a sua alta umidade, &
um dos fatores limitantes durante o transporte e armazenamento do mesmo, e
que fungos e leveduras sao 0s principais microrganismos responsaveis pela
degradacao deste residuo. O bagaco de malte possui composigao bromatoldgica
heterogénea, devido a possivel adicdo de diferentes cereais e outros produtos,
variando entre as industrias de bebidas (CABRAL FILHO, 1999). Além de ja ser
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também utilizado na alimentagdo de ruminantes (VELASCO et al., 2009). Por
essas razoes e pela alta demanda que as biofrabricas exigiriam desse residuo,
este ndo foi selecionado para as proximas etapas.

O farelo de trigo, apesar de proporcionar concentragbes de esporos
similares as do farelo de milho, n&o foi selecionado devido a sua granulometria,
a qual é mais fina que a do farelo de milho e propensa a compactar, visto que
necessita-se de uma quantidade bem maior de BC para ter uma boa estrutura
fisica do meio, sem compactagédo. Além disso, foi possivel observar que o fungo
demora mais para miceliar e esporular no farelo de trigo, aspecto importante do
ponto de vista de que esse substrato fica mais susceptivel a contaminacao por
patégenos em um processo manual, por exemplo.

Diante disso, o farelo de milho foi o substrato selecionado, visto que: é
um residuo abundante encontrado com certa facilidade durante todo o ano, pois
cada quilo de milho processado pode render de 60-70 g de farelo de milho
(ROSE; INGLETT; LIU, 2010), e ndo necessita de pré-tratamentos.

No quesito prego, este se mostra vantajoso em relagdo ao arroz tipo 1,
uma vez que o farelo de milho custa cerca de R$ 1,20 / kg em contrapartida com
R$ 3,10 / kg do arroz tipo 1. Valores obtidos a partir de pesquisa de mercado,
realizada na cidade de S&o José do Rio Preto/SP, entre os meses de abril e maio
de 2020, em quatro empresas fornecedoras atacadistas.

O farelo de milho, por ser um residuo, pode apresentar heterogeneidade
em sua composi¢cao quimica, visto que esta é influenciada por fatores genéticos,
edafoclimaticos e do beneficiamento (MOURAO et al., 2012), e isto pode
interferir na produgao de esporos. Porém, custo do farelo de milho em relagao
ao do arroz é a uma das principais vantagens deste residuo, além da
concentracdo de esporos produzidas neste serem proximas a concentragao
obtida no arroz. Além disso, o farelo de milho € um subproduto amilaceo, visto
que o milho contém de 70 a 80% de amido (ROSTAGNO et al., 2011), portanto,
acredita-se que qualquer alteragdo em sua composi¢cdo nao afetaria a
disponibilidade deste carboidrato para o fungo, que consome uma pequena
parcela de amido, como analisado por Cunha (2020c). De acordo com Rezende
(2009), a diversidade de proteinas (gluteina, albumina, prolamina e globulina)
presentes no arroz, um dos fatores responsaveis pela preferéncia do fungo por

este substrato. O milho por sua vez, também apresenta diversos tipos de
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proteinas (albumina, zeina, globulina, gluteina 1, 2 e 3), o que pode ser
responsavel pela boa adaptacéo e esporulagédo do fungo a este meio (LANDRY;
MOUREAUX, 1970), além de conter micronutrientes essenciais, como o ferro e
o calcio (AFIFAH et al., 2021).
Cunha (2020c), ao realizar analises enzimaticas de amilase no cultivo de
M. anisopliae no arroz, ressaltou a importancia de o meio conter fontes de
carboidratos facilmente assimilaveis para o desenvolvimento do fungo, e cita que
durante o processo de moagem do arroz, alguns constituintes, como
carboidratos de baixo peso molecular, podem ser liberados e permanecerem
como poeira no grao, facilitando o aproveitamento pelo fungo durante o
crescimento inicial. Acredita-se o farelo de milho por ser mais fino que a quirera
de milho, passa a fornecer fontes de amido e proteinas mais acessiveis ao fungo,
devido a maior area superficial disponivel e maior acesso ao conteudo presente
no endosperma.
Nas Tabelas 5.3. e 5.4. e nas Figuras 5.1. e 5.2. é possivel observar a
analise granulométrica da area superficial do arroz (7% b.u.) e do farelo de milho

(9% b.u.) respectivamente.

Tabela 5.3. Classificacdo dos graos de arroz por intervalos de area superficial.

Classe Quantidade de objetos Media d? area Intervalo de
superficial tamanho
(cor) numero % (cm?) (cm?)
8 29,6 0,0491 <0,0502
6 22,2 0,0523 0,0502 - 0,0534

8 29,6 0,0565 0,0534 - 0,0581
5 18,5 0,0609 0,0581 - 0,0627

Fonte: a propria autora.
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Figura 5.1. Classificagdo dos graos de arroz por intervalos de area superficial.

Classe Intervalo de
tamanho
cor {cm?)
= 0,0502

0,0502 - 0,0534
0,0534 - 0,0581
0,0581 - 0,0627

Fonte: a propria autora

Tabela 5.4. Classificagdo das fragcdes de farelo de milho por intervalos de area

superficial.
Classe Quantidade de objetos Media d? area Intervalo de
superficial tamanho
(cor) numero % (cm?) (cm?)

2050 76,6 0,000227 <0,000674
508 19,0 0,001697 0,000674 - 0,004646
! 113 4,2 0,010126  0,004646 - 0,030197
5 0,2 0,043909 0,030197 - 0,031845

Fonte: a propria autora.
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Figura 5.2. Classificagdo das fragdes de farelo de milho por intervalos de area

superficial.

Classe Intervalo de
tamanho
cor {cm?)
< 0,000674

0,000674 - 0,004646

- 0,004646 - 0,030197
0,030197 - 0,031845

Fonte: a propria autora

Verifica-se, a partir dos resultados obtidos com a analise de
granulometria, que os graos de arroz apresentam valores de area superficial
proximos, variando de 0,04 a 0,06 cm?, e bem distribuidos nos intervalos de
tamanhos, resultando em um substrato de granulometria homogénea. Ja o farelo
de milho, apresenta valores de area superficial entre 0,0002 e 0,04 cm?, sendo
que a maior parte deste meio se encontra classificada no menor intervalo de
tamanho, o que resulta em um substrato de granulometria heterogénea.

Acredita-se que a granulometria homogénea do arroz interfira de
maneira positiva no desenvolvimento do fungo, explicando a preferéncia por este
meio e a uniformidade na produgao de esporos. Segundo PANDEY et al. (1999),
particulas menores proporcionam maiores areas de contato do meio com o
fungo, e assim maior aproveitamento do substrato, como é o caso do farelo de
milho, como observado o maior valor da area superficial especifica na Tabela

5.5. No entanto, substratos pulverulentos tende a formar aglomerados, que
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limitam a colonizagao pelo fungo. Para que ndo ocorra a compactagao do meio
e dificulte a troca gasosa, utilizou-se neste trabalho bagaco de cana como
suporte para estruturar o meio. Logo, a diferenga de granulometria entre os
substratos passa a ser um fator contornavel e que deve ser analisado
empregando-se outros parametros como a porosidade do meio, a tortuosidade,
a distribuicdo de tamanho de poros, dentre outros (CANEDO et al., 2021). Na
Tabela 5.5. encontra-se informagdes gerais referentes ao custo, area superficial

e composicao centesimal do farelo de milho e do arroz.

Tabela 5.5. Informagdes gerais do farelo de milho e arroz.

Farelo de milho Arroz
Preco R$/ kg 1,20 3,10
Area superficial especifica 26,91 cm?/ g 2,92 cm?/ g
Composigdo*! (g/100g)

Valor energético (kcal) 224 365
Proteina 8,36 7,13
Gorduras totais 0,92 0,66
Carboidratos 85,64 79,95
Fibra alimentar 79 1,3

Amido (%) 5472 85"

(*') TABNUT (2021). (*2) TD SOFTWARE (2021). (**) WALTER; MARCHEZAN; AVILA,
2008.
Fonte: a propria autora.

Na Tabela 5.5. sdo apresentadas informacgdes gerais do farelo de milho
e do arroz, com o intuito de facilitar a visualizagdo e comparagao entre os meios.
Os precos dos substratos e a area superficial foram discutidos anteriormente.
Observa-se que a composi¢cao centesimal do farelo de milho e do arroz
apresentam valores proximos quanto ao valor energético, proteina, gorduras e
carboidratos, o que pode explicar o fato de alcancar concentragdes de esporos
proximas entre os meios. Observa-se que tanto o farelo de milho quanto o arroz
possuem elevadas quantidades de amido, apesar do farelo de milho ter um teor
menor do que o arroz, ainda sim seria o suficiente para a demanda de consumo

do fungo, que é cerca de 20%, segundo Cunha (2020c).
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Ha estudos com diferentes fungos entomopatogénicos utilizando

diversos residuos solidos a partir do CES, como apresentado na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Produgdo de fungos entomopatogénicos em residuos
agroindustriais.
Fungo o Residuos Producao Referéncia
entomopatogénico
M. anisopliae arroz 6,5 x 10°ufc/ g Reddy et al.
(2017)
sorgo 3,5x10°
milho 1,0 x 10°
farelo de trigo 8,0 x 108
trigo 7,5x108
M. anisopliae arroz 5,91 x 10° ufc/ g Joaquin;
Stiward
(2013)
milho 2,35 x 10"
cevada 4,90 x 108
trigo 3,77 x 108
sorgo 3,13 x 108
Isaria fumosorosea arroz 8,47 x 10°
milho 1,99 x 10°
cevada 3,14 x 10°
trigo 3,63 x 108
sorgo 1,54 x 108
Lecanicillium lecanii arroz 2,66 x 10°
milho 4,47 x 107
cevada 5,38 x 108
trigo 1,36 x 10°
sorgo 1,51 x 10°
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Tabela 5.6. Continuagao.

Fungo
entomopatogénico

Residuos

Producao

Referéncia

I. farinosa

|. fumosorosea

B. bassiana

P. fumosoroseus
V. lecanii

Bipolaris euphorbiae

Lecanicillium lecanii
JAB 02

Lecanicillium lecanii
JAB 45

M. anisopliae

Trichoderma viride

farelo de soja

quirela de milho
arroz integral

trigo

sorgo
sorgo

sorgo em grao

casca de soja

trigo grosso e
sorgo (85:15%)
trigo grosso e
lentilha em
(70:30%)
farelo de trigo e
sorgo em (85:15%)
farelo de trigo e
lentilha em
(70:30%)
trigo grosso e
lentilha (55: 45%)
farelo de trigo e
trigo em grdo em
(70: 30%)
farelo de trigo e
paingo em
(85:15%)
farelo de trigo e
lentilha em (70:
30%)
arroz + residuo de
cervejaria (1:1)
bagaco de uvas e
borras de vinho

1,3 x 10° esporos/ g

1x10°
1,1 x10°

11,76 x 101°
esporos/ 100 g

10,37 x 10"
11,31 x 107°

4,74 x 10° esporos/

g
4,72 x 108

2,03 x 107 esporos/

g
4,21 x 107

2,62 x 107

1,42 x 107

5,07 x 107

10,52 x 107

5,62 x 107

5,47 x 107

11,3 x 108 esporos/

g
6,65 x 10° ufc/ g

Mascarin;
Alves; Lopes
(2010)

Sahayaraj; N
amasivayam
(2008)

Penariol et
al. (2008)

Machado et
al. (2009)

Sene et al.
(2010)
Zhihui et al.
(2008)

Fonte: a propria autora.

Verifica-se na Tabela 5.6. que é possivel consideravel produgao de

diferentes fungos entomopatogéncios em residuos sodlidos agroindustriais.

Reddy et al. (2017) e Mascarin; Alves; Lopes (2010), realizaram os ensaios em
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embalagens plasticas e os demais autores citados em frascos de erlenmeyers.
Observa-se que alguns autores apresentam os resultados obtidos a partir da
contagem de esporos, estrutura reprodutiva dos fungos, enquanto outros
autores, utilizam a contagem de unidades formados de col6nia (ufc), que
representa o crescimento vegetativo fungico. Apesar de serem estagios
diferentes de desenvolvimento do fungo, sdo formas de representar o
rendimento obtido.

Reddy et al. (2017), obtiveram maior produgéo de M. anisopliae em arroz
devido a composi¢cdo rica em amido, o qual é hidrolisado por amilases
produzidas pelo fungo, e convertido em glicose, para posterior aproveitamento
microbiano. Entretanto alguns outros meios testados pelos autores também
contém amido, como o milho, trigo e o sorgo. Provavelmente, além do amido,
podem haver carboidratos de baixo peso molecular que sao mais facilmente
assimilados pelo fungo, presentes nos graos de arroz, de acordo com Cunha
(2020c). Joaquin, Stiward (2013), avaliaram o rendimento de trés fungos
entomopatogénicos diferentes, M. anisopliae, I. fumosorosea e L. lecanii, em
cinco substratos diferentes, arroz, milho moido, cevada, trigo e sorgo. Obtiveram
maior produgéo de M. anisopliae em milho (2,35 x 10'° ufc/ g) e arroz (5,91 x 10°
ufc/ g), para I. fumosorosea a maior produgdo foi nos meios arroz (8,47 x 10° ufc/
g) e cevada (3,14 x 10° ufc/ g), para L. lecanii a maior produgao de esporos foi
nos meios arroz (2,66 x 10° ufc/ g) e sorgo (1,51 x 10° ufc/ g). Os autores
concluem que as diferengas de producédo entre os fungos nos diferentes
substratos se dao devido a adaptabilidade de cada microrganismo ao meio,
principalmente em razdo da disponibilidade de nutrientes e da capacidade de
cada fungo de assimilar determinados constituintes. Estes autores sustentam
ainda que nao apenas a umidade do meio é relevante no cultivo, mas a interacao
agua-substrato, uma vez que o mesmo fungo se desenvolve bem em substratos
diferentes com umidade diferentes, como pode ser observado no presente
trabalho. Os mesmos autores ainda ressaltam que o milho moido é o substrato
mais indicado para substituir o arroz na produgcao de M. anisopliae, devido ao
rendimento do fungo ser superior e ao menor custo, como aqui observado.

Mascarin; Alves; Lopes (2010), mencionam que dentre os residuos
testados para /. farinosa e I. fumosorosea, os meios de graos de trigo e casca de

arroz exibiram baixas concentragdes de esporos devido provavelmente a relacao
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C:N e a composi¢ao nutricional dos mesmos, as quais nado foram adequadas as
exigéncias dos fungos testados. Citam ainda que fatores como o tamanho da
particula do substrato, relacionada com a porosidade do meio, e a umidade do
meio podem ter interferido no crescimento microbiano.

No presente trabalho, foram testadas varias proporcoes
substrato:suporte nos ensaios de otimizagao das condi¢cdes de cultivo de farelo
de milho, como se vera adiante, para que o efeito da porosidade do leito pudesse
ser avaliado. Neste sentido, visando a ampliacao de escala para condicdes de
cultivo industriais, é necessario haver um equilibrio entre os requisitos
nutricionais do meio (quantidade de substrato ativo) e a estrutura fisica do meio
(quantidade de inerte fibroso) que favorega a troca de gases e remogéao de calor
metabdlico.

Penariol et al (2008), alcangaram maiores produgdes de esporos de
Bipolaris euphorbiae em sorgo e em casca de soja, € mencionam que
provavelmente a composicdo nutricional dos meios foram adequadas as
exigéncias do fungo testado. Machado et al (2009), produziram esporos de dois
isolados de Lecanicillium lecanii utilizando misturas de diferentes substratos,
trigo grosso, farelo de trigo, farelo de soja, sorgo, quirera de milho, lentilha e
painco, e citam que essas misturas podem proporcionar uma composicao
nutricional mais equilibrada para o fungo. Sene et al. (2010), apontam que o
residuo de cervejaria exerceu apenas o papel de suporte do meio, quando
utilizado juntamente com o arroz para a produc¢ao de M. anisopliae, e que quando
o fungo foi cultivado somente no residuo de cervejaria, este proporcionou uma
producdo média de esporos (1,9 x 108 esporos/ g de substrato), que isso pode
ter ocorrido devido a razdes nutricionais. Este achado ndo é condizente com os
resultados aqui apresentados para o residuo de malte, o qual foi utilizado como
substrato ativo, alcancando 1,08 x 1010 esporos/ gsa, o que demonstra a
dificuldade em se empregar um residuo cuja caracterizacdo depende de
informacdes do fornecedor e das caracteristicas do processamento a que foi
sujeito. Zhihui et al. (2008), conseguiram boa produg¢ao de Trichoderma viride
em bagaco de uvas e borras de vinho, mencionando que esses residuos sao
compostos por varios nutrientes que contribuem para o crescimento microbiano.

Tekam; Kelwatkar; Das (2018), avaliaram a producao de esporos de M.
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anisopliae em diferentes residuos (grama preta, feijdo-caupi, grama verde,
lentilha, ervilha, rajma, amendoim, soja, bolo de gergelim e bolo de neem) e
concluiram que em todos esses meios o fungo foi capaz de se desenvolver e
esporular durante o periodo todo de cultivo, obtendo concentragdo de esporos
em 107 esporos/ mL, sendo o feijdo-caupi 0 meio que proporcionou maior
esporulacdo. Os autores sustentam que a maior concentragado de esporos pode
ser devido a composigcao do feijdo caupi, que possui mais nitrogénio do que
carbono e assim favorecer mais o crescimento do fungo. Esta hipdtese dos
autores ndo corresponde totalmente com o observado no presente estudo, visto
que o fungo desenvolveu melhor em substratos com elevadas quantidades de
carbono, como o bagaco de malte, farelo de milho e farelo de trigo.

Varios autores suplementam os meios de cultivo sélido para aumentar a
producgao de esporos. Mishra; Kumar; Malik (2016), fizeram adigao de nutrientes
(Dextrose 1,5%, NaNO3 0,25%, KH2PO4 0,1%, MgS04 0,05%) aos residuos
testados (farelo de trigo, casca de arroz, ervilha-de-pombo, urad, torta de
sementes da pongémia e de pinhdo manso e residuos de folhas de cha) e
obtiveram o melhor resultado com o meio casca de arroz (1,8 x 10° esporos/ g
de substrato) para B. bassiana. Tewari; Bhanu (2004), suplementaram varios
residuos com farinha de grao de bico como fonte de nitrogénio organico, para a
producao de T. harzianum, alcangaram melhores resultados com a palha de trigo
(11,52 x 108 ufc/ g de substrato), palha de arroz (11,96 x 108 ufc/ g); bagacgo de
cana (11,79 x 108 ufc/ g) e residuo de papel (11,07 x 108 ufc/ g). Pandey, Kanaujia
(2008), adicionaram sacarose em diversos graos para a producgao de esporos de
M. anisopliae, obtiveram os seguintes resultados: graos de milho (4,76 x 107
esporos/ mL), sorgo (6,85 x 107 esporos/ mL), paingo (6,83 x 107 esporos/ mL),
soja (4,93 x 10” esporos/ mL), cevada (5,20 x 107 esporos/ mL) e trigo (5,98 x 107
esporos/ mL), testados. Prakash; Padmaja; Kiran, (2008) adicionaram extrato de
levedura aos substratos arroz, cevada e sorgo para otimizar a produgao de
esporos de M. anisopliae, obtiveram: 6,2 x 10", 4,9 x 10'° e 4,5 x 10'° esporos/
g de substrato, respectivamente. De modo geral, com excecdo de Prakash;
Padmaja; Kiran (2008), os restantes dos autores citados acima obtiveram
rendimentos abaixo do encontrado no presente trabalho. Para uso em escala
industrial, a suplementagdo com determinados elementos pode encarecer o

processo de producgao, tornando a substituicdo do substrato inviavel. No caso
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dos autores Tewari; Bhanu (2004), que suplementaram com farinha de gréo-de-
bico, esta além de ter um valor alto € utilizada como alimento. Com isso, os
substratos utilizados no presente trabalho ndao receberam nenhum tipo de

suplementacgao.

5.2. Ensaios de otimizagcao das condi¢oes de cultivo com farelo de

milho

Para os ensaios de otimizagdo, empregou-se 0s niveis de temperatura
em 27°C; 30°C e 33°C, mesmos niveis utilizados por Cunha et al. (2019). As
proporc¢des (substrato:suporte) utilizadas foram de 7:3; 8:2 e 9:1, ja que foi a
faixa de proporcées em que se obteve maiores concentragdes de esporos nos

ensaios de selegao.

5.2.1. Primeiro ensaio de otimizagao

A principio, estabeleceu-se os niveis de umidade em 45%; 65% e 85%,
baseados naqueles encontrados na literatura para o arroz (Cunha, 2020c) e para
substratos amilaceos-celulésicos. Segundo Soccol, (1992), para substratos
amilaceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho e mandioca) o teor de umidade
para o CES varia de 25 e 60%, enquanto que para os celuldsicos (palhas,
cascas, bagaco e outros) os teores sdo mais elevados, de 60 a 80%. Nestes
ensaios, adicionou-se agua destilada imediatamente antes da esterilizagéao,
sendo os resultados experimentais obtidos para o planejamento estatistico
fatorial Box-Behnken apresentados na Tabela 5.7. A anadlise de variancia
(ANOVA), apresentada na Tabela 5.8. indicou que o modelo nao foi preditivo a
95% de intervalo de confianga, devido ao grande erro de falta de ajuste do
modelo aos dados experimentais, e que apenas o fator umidade provocou
variacao significativa na resposta concentragao de esporos, como pode ser visto

no diagrama de Pareto apresentado na Figura 5.3.
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Tabela 5.7. Resultados obtidos no primeiro ensaio de otimizag&do das condigdes
de cultivo empregando-se a mistura farelo de milho:BC.

Ensaios T (°C) U (%) P (p/p) (espfﬁ;:/;sa)
1 27°C 45% 8:2 13,5
2 33°C 45% 8:2 8,75
3 27°C 85% 8:2 7,75
4 33°C 85% 8:2 4,75
5 27°C 65% 7:3 62,0
6 33°C 65% 7:3 19,4
7 27°C 65% 9:1 46,0
8 33°C 65% 9:1 36,0
9 30°C 45% 7:3 42,0
10 30°C 85% 7:3 5,43
11 30°C 45% 9:1 42 .4
12 30°C 85% 9:1 8,00
13 30°C 65% 8:2 47,3
14 30°C 65% 8:2 445
15 30°C 65% 8:2 33,5

Média (esporos/gsa) 28,1
DV (esporos/gsa) 1,91
CV (%) 68,0

* T (°C) — Temperatura; U (%) — Umidade; P (p/p) — Proporgcédo substrato:suporte; Ce —
Concentragédo de esporos por gsa; DV — Desvio Padrao; CV — Coeficiente de variagdo (CV =
DP/Média).

Fonte: a proépria autora.

A média da concentragdo de esporos da Tabela 5.7. é de 2,81 x 10° esporos/
gsa, com elevado coeficiente de variacao, tipico de um modelo n&o preditivo. Em
termos praticos, isso significa que as condi¢des de cultivo tém que ser melhor
estabelecidas para que a produgao de esporos possa ser estavel e previsivel,

uma condigao necessaria em termos de aplicacao industrial.
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Tabela 5.8. ANOVA para o ajuste do modelo quadratico aos dados
experimentais da primeira otimizagédo das condigdes de cultivo com o farelo de
milho:BC.

Fonte de

variabilidade GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 9 4,30904 4,78782 2,89 0,127
Erro 5 8,26930 1,65386

Falta de ajuste 3 7,21055 2,40352 4,54 0,186

Erro puro 2 1,05875 5,29375 * *
Total 14 5,13597

GL - graus de liberdade; SQ - soma de quadrados residual; QM - quadrado médio dos
residuos.

Fonte: a propria autora.

Figura 5.3. Diagrama de Pareto para o ajuste do modelo estatistico aos fatores
da primeira otimizacdo das condigdes de cultivo para a mistura farelo de

milho:BC, com intervalo de confianca de 95%.
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Fonte: a propria autora.

Observa-se que com a otimizacao das condi¢cdes nao foi possivel obter
uma condicdo o6tima de crescimento do fungo, o que significa que o fungo
estudado se adaptou bem a todas as condigdes empregadas em todos os niveis,
tendo em vista a elevada concentracdo de esporos observada. Diante deste

resultado inconclusivo, estreitou-se a faixa de umidade trabalhada, por ser o fator
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significativo para a producéo dos esporos. Acreditou-se que devido a ampla faixa
de umidade, esta poderia estar de certa forma mascarando os resultados. Assim,

estabeleceu-se os niveis de umidade em 65%, 70% e 75%.

5.2.2. Segundo ensaio de otimizagao

No segundo ensaio de otimizacdo das condigbes de cultivo, foram
mantidos os niveis da temperatura de cultivo, em 27°C; 30°C e 33°C, assim como
0s niveis de proporgéo (substrato:suporte), de 7:3; 8:2 e 9:1, modificando-se
apenas os niveis de umidade para 65%; 70% e 75%, sendo os resultados destes
ensaios apresentados na Tabela 5.9. e a ANOVA na Tabela 5.10.

Observa-se na Tabela 5.9. que novamente o modelo nao foi preditivo a
95% de intervalo de confianga. De um modo geral, os resultados da segunda
otimizagao foram superiores aos do primeiro, visto que para todos os tratamentos
os valores de C. sdo da ordem de 10° esporos/gsa, que a média de Ce (4,05 x
10° esporos/ gsa) € maior e a dispersao é menor (CV = 41,5%). Neste ensaio,
nenhum fator provocou variagao significativa em Ce, como apresentado no

diagrama de Pareto da Figura 5.4.

87



Tabela 5.9. Resultados obtidos no segundo ensaio de otimizagao das condigdes
de cultivo empregando-se a mistura farelo de milho:BC.

Ensaios T (°C) U (%) P (p/p) (esﬁﬁr’:)ll";sa)
1 27°C 65% 8:2 4,47
2 33°C 65% 8:2 5,55
3 27°C 75% 8:2 2,00
4 33°C 75% 8:2 2,90
5 27°C 70% 7:3 6,23
6 33°C 70% 7:3 3,96
7 27°C 70% 9:1 3,13
8 33°C 70% 9:1 3,60
9 30°C 65% 7:3 3,17
10 30°C 75% 7:3 6,89
1 30°C 65% 9:1 5,27
12 30°C 75% 9:1 148
13 30°C 70% 8:2 218
14 30°C 70% 8:2 6,48
15 30°C 70% 8:2 3,83

Média (esporos/gsa)

DV (esporos/gsa)

CV (%)

* T (°C) — Temperatura; U (%) — Umidade; P (p/p) — Proporgcédo substrato:suporte; Ce —
Concentragédo de esporos por gsa; DV — Desvio Padrao; CV — Coeficiente de variagdo (CV =

DP/Média).
Fonte: a prépria autora.

Tabela 5.10. ANOVA para o ajuste do modelo quadratico aos dados
experimentais da segunda otimizagao das condi¢ées de cultivo com o farelo de

milho:BC.

va':i‘;r;tiﬁ;':de GL  SQ(Aj.) QM (Aj)  ValorF Valor-P
Modelo 9 257098 285665 1,00 0,533
Erro 5 143464 2,86927

Falta de ajuste 3 4,96770 165590 035 0,796
Erro puro 2 9,37866 4,68933 * *
Total 14 4,00562

GL - graus de liberdade; SQ - soma de quadrados residual; QM - quadrado médio dos

residuos.
Fonte: a propria autora.
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Figura 5.4. Diagrama de Pareto para o ajuste do modelo estatistico aos fatores
da segunda otimizagdo das condi¢des de cultivo para a mistura farelo de

milho:BC, com intervalo de confianga de 95%.
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Fonte: a propria autora.

Assim, constata-se que, mesmo com o0 segundo ensaio de otimizagao,
ainda nao foi possivel encontrar uma condi¢cao 6tima de cultivo, e que estreitando
a faixa de umidade o fungo se adaptou melhor, visto que de modo geral a
producao de esporos foi maior em comparagdo com o primeiro ensaio. Por isso,
para os ensaios subsequentes fixou-se o ponto central do planejamento fatorial
empregado (temperatura 27°C, umidade 70% e proporgao substrato:suporte
8:2). Em termos de aplicacao pratica, o fato de ndo haver uma condi¢ao 6tima
permite maior flexibilidade no preparo do substrato e nas condi¢gbes de cultivo,
de modo que o controle das variaveis de processo nao tenha que ser muito
rigoroso. Por outro lado, o planejamento de produgao fica mais complexo devido
a grande variabilidade dos resultados, ainda que dentro da ordem de 10°
esporos/gsa.

Evidencia-se que caso os ensaios de otimizagcao fossem realizados por
um periodo maior de cultivo, como o ensaio de cinética de esporulagao,
provavelmente teriamos concentragdes de esporos mais altas, porém, acredita-
se que esse aumento seria proporcional em todas as condi¢des trabalhadas, e

que ainda sim nao se teria uma condig¢ao 6tima.
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Na Tabela 5.11. é possivel conferir as temperaturas mais utilizadas por

diferentes autores para a produgéo de esporos de M. anisopliae em CES.

Tabela 5.11. Temperaturas de cultivo utilizadas na literatura para a producéo de

M. anisopliae, por CES.

Temperatura

Substratos A Rendimentos Referéncia
(°C)
Arroz, Farelo de trigo,
Farelo de milho, Farelo Santos et
de trigo + farelo de 25°C 108 e 10° esporos/ g al. (2021)
arroz, Farelo de trigo + '
farelo de aveia
Mascarin;
Arroz 26°C 10'° esporos/ g Quintela
(2013)
Grama preta, Feijao-
caupi, Grama verde, Tekam:
Lzmgu?j’oﬁ;wg;éjoo Tc?’ 25°C 107 esporos/ mL Kelwatkar
de gergelim, Bolo de (2018)
Neem
Arroz parboilizado,
Arroz branco inteiro, 7 48 9
Arroz quebrado, Arroz 27°C 107, 10 /e 10 Klrugz((a)qzt
em casca, Casca de esporosig al. ( )
arroz, Trigo
. . . Pandey;
S'\g'rlhg’ (S)ZJ\',aédF;al'?ﬁo’o 25°C 107 esporos/ mL Kanaujia
90, » 119 (2008)
Casca de café, Residuo Tewelde,
de cha, Farelo de trigo, 27°C 107 esporos/ g Alemu
Residuos vegetais (2019)
Arroz, Sorgo, Milho, R 8 9 Reddy et
Farelo de trigo, Trigo 28°C 10%e 107 ufc/ g al. (2017)
Arroz + residuo de o 8 Sene et al.
cervejaria (1:1) 25°C 10° esporos/ g (2010)
Arroz, Milho, Cevada, Joaquin;
Trigo, Sorgo 26°C 108, 10°e 10" ufc/ g  Stiward
(2013)

Fonte: a propria autora.
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Observa-se na Tabela 5.11. que as temperaturas mais utilizadas na
literatura para a produgédo de M. anisopliae por CES, em pequena escala, seja
em arroz ou residuos, sdo proximas as temperaturas utilizadas no presente
estudo. Visto que os autores citados alcancaram satisfatorias concentracdes de
esporos, a qual depende também de outros fatores de producdo e da cepa
utilizada. Arthurs; Thomas (2001), avaliaram o efeito da temperatura na
esporulagdo de M. anisopliae em cadaveres de gafanhotos do deserto
(Schistocerca gregaria) e concluiram que, apds 10 dias de inoculagdo sob
condicdes de cultivo constantes, a esporulagao foi otimizada nas temperaturas
entre 20 e 30 °C, com cerca de 10° esporos/ inseto. Os autores observaram
ainda que a 25 °C o rendimento de esporos foi maior quando os cadaveres
permaneceram em contato com o substrato umido e que houve baixa produgao
de esporos a 15 e 40 °C, nao havendo esporulagao a 10 e 45 °C. Polar et al.
(2005), realizaram experimentos com dois isolados de M. anisopliae para
determinar se seriam capazes de crescer em temperaturas proximas a da
superficie de bovinos e assim serem patogénicos do carrapato Boophilus
microplus. A tolerdncia e a patogenicidade dos isolados foi comparada na
temperatura padrao utilizada (28 °C) e nas temperaturas semelhantes a da
superficie do gado, entre 31 e 35 °C. Os autores concluiram que o diametro da
colénia de ambos isolados diminuiu com o aumento da temperatura, e que a
patogenicidade de ambos isolados a 28°C foi semelhante, porém de 31 a 35 °C
houve diferenca na patogenicidade entre as cepas. Namasivayam; Aarthi;
Anbazhahan (2015), avaliaram o efeito do pH, teor de umidade, temperatura e
da ocorréncia de pesticidas sintéticos na producdo de M. anisopliae em solo in
vitro. Os autores empregaram os niveis de temperatura 30, 40, 50, 60, 70 e 80
°C, e concluiram que até 50 °C houve o crescimento de unidades formadoras de
col6nia, porém em temperaturas superiores ndo. Cunha et al. (2019), utilizaram
trés niveis de temperatura (27, 30 e 33 °C) na producédo de esporos de M.
anisopliae em biorreator de bandeja com cultivo em arroz. Concluiram que a 33
°C a producgao de esporos foi menor quando comparada as outras temperaturas,
porém ainda era consideravelmente elevada. Desta forma, a melhor faixa de
temperatura para M. anisopliae é entre 20 a 35 °C, a qual engloba as

temperaturas propostas no presente estudo.
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Joaquin; Stiward (2013), avaliaram a produgédo de M. anisopliae em
residuos solidos e no arroz, utilizando umidades de 75 e 73%, respectivamente.
Abiy; Tesfaye (2019), otimizaram a produ¢ao de esporos de trés isolados de M.
anisopliae, em residuos solidos casca de café, residuos de cha, farelo de trigo e
residuos vegetais. Dentre os substratos que proporcionaram maiores produgdes
de esporos, destacaram-se os residuos vegetais, com teor de umidade de 60%,
na faixa de temperatura de 27°C a 30 °C. Prakash; Padmaja; Kiran, (2008)
otimizaram as condigdes de cultivo para arroz, cevada e sorgo visando a
producédo de esporos de M. anisopliae, em diferentes niveis de pH (6,15; 6,5;
7,0; 7,5 e 7,84), umidade (para a cevada: 67; 65; 70; 75; e 83%, para o arroz: 3;
10; 20; 30 e 37%, e para o sorgo: 67; 65; 70; 75 e 83%) e de concentracao de
extrato de levedura, (0,65; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,34 g). Estes estudos proporcionaram
melhores concentragdes de esporos para a umidade de 75,68% para sorgo,
73,21% para cevada e 22,34% para arroz; pH de 7,01 para o arroz, 7,06 para
sorgo e em 6,76 para cevada, e concentragao de extrato de levedura de 1,45%
para o arroz, 1,54% para o sorgo e 2,21% para a cevada. Qiu et al., (2019)
otimizaram a temperatura (24 °C; 25 °C e 26 °C), a umidade do substrato (50%;
60% e 70%) e o tempo de cultivos, em dias (10; 12 e 14) para o cultivo de B.
bassiana em residuo de cervejaria e encontraram como condi¢des 6timas 60%
de umidade, 25 ° C e 12 dias de cultivo. Nota-se que as condigdes mais
otimizadas no processo de producao de esporos de fungos entomopatogénicos
sao umidade e temperatura, e que os niveis empregados sao proximos aos deste
trabalho, assim como os melhores resultados sdo obtidos também nas condi¢des

proximas as utilizadas aqui.

5.3. Cinética de esporulagao

Inicialmente adotou-se o tempo de cultivo em 10 dias, de acordo com
Lopes (2016) e Cunha (2020), que cultivaram o fungo M. anisopliae em arroz por
este periodo. Porém, na industria, o tempo de cultivo em média € de 15 dias, por
isso optou-se por realizar o ensaio de cinética de esporulagao.

De acordo com a Tabela 5.12. e com a Figura 5.5. € possivel observar um

aumento consideravel da producéo de esporos ao longo do cultivo em 15 dias.
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Tabela 5.12. Cinética da produc¢ao de esporos ao longo de 15 dias de cultivo em

farelo de milho a 27 °C, 70% de umidade e proporc¢éo 8:2 (substrato:BC).

Dia de cultivo C.x 10° (esporos/gsa) DV Ccv
10 0 +0 0
20 0 +0 0
3° 0,55 +0,5 9,14
4° 1,5 +0,36 24,04
50 1,95 +0,1 5,13
6° 2,83 +0,37 13,25
7° 3,03 +0,24 8,13
8° 3,07 +0,11 3,76
9° 3,08 +0,75 24,34
10° 3,07 +0,11 3,76
11° 3,63 +0,17 4,83
120 3,65 +0,67 18,53
130 5,1 +0,17 3,39
14° 5,45 +0,57 10,58
150 7,43 +0,6 8,10

DV — Desvio Padrao; CV — Coeficiente de variagdo (CV = DP/Média).
Fonte: a prépria autora.

Figura 5.5. Cinética da producao de esporos ao longo de 15 dias de cultivo em

farelo de milho a 27 °C, 70% de umidade e proporgao 8:2 (substrato:BC).

Cinética de esporulagcao

€ 2E+09
1E+09

0 5 10 15
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Fonte: a propria autora.
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De acordo com Lopes (2016), a qual também realizou a cinética da
producéo de esporos do fungo M. anisopliae ao longo de 11 dias, ao 9° dia de
cultivo a producédo de esporos comeca a se estabilizar e ndo ha mais nenhum
aumento significativo. No entanto, na Figura 5.5., observa-se que ha também
estabilizacdo da producao de esporos do 7° ao 10° dia de cultivo, mas que a
partir do 10° dia ha um aumento consideravel da producio de esporos. Acredita-
se que esse aumento da concentracao de esporos a partir do 11° possa ser um
segundo ciclo de esporulacdo de Metarhizium que se acumularam e
proporcionaram maior producdo de esporos. Isso pode ter ocorrido devido a
heterogeneidade da granulometria do farelo de milho, que proporcionou
condi¢des favoraveis a segunda geracédo de esporos. Considera-se que seja
interessante para a industria também adotar o cultivo de 15 dias para o farelo de
milho:BC, mas que ainda sejam necessarias avaliagcbes mais criteriosas em
relacao ao custo-beneficio, produgao de esporos e dias de cultivo. Outro aspecto
a ser considerado é quanto ao vigor e viruléncia dos esporos.

Santos (2017), também realizou o cultivo do fungo M. anisopliae em
residuos solidos, por 15 dias, e obteve consideraveis concentracdes de esporos,
nas ordens de 108 e 10° esporos/ g. A mesma autora ressalta que adotou 15 dias
de cultivo, pois em residuos a conidiogénese do fungo ocorre mais tardiamente,
0 que esta de acordo com o encontrado no presente estudo.

Na Tabela 5.13. é possivel conferir os periodos de cultivo mais utilizados

por diferentes autores para a produgéo de esporos de M. anisopliae em CES.
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Tabela 5.13. Tempos de cultivos propostos na literatura para a producéo de

esporos de M. anisopliae, por CES.

Substratos Temp<(> d?aest):ultlvo Rendimentos Referéncia
Santos et

8 9
Arroz 10 10° e 10° esporos/ g al. (2021)

Farelo de trigo,
Farelo de milho,
Farelo de trigo + 1
5
farelo de arroz,
Farelo de trigo +
farelo de aveia

Mascarin;
Arroz 7-8 10"° esporos/ g Quintela
(2013)
Arroz
parboilizado,
Arroz branco 107, 108 e 10° Kruger et
inteiro, Arroz 12 eSDOroS/ al. (2014)
quebrado, Arroz P 9 '
em casca, Casca
de arroz, Trigo
Milho, Soja, Pandey;
Paingo, Sorgo, 18 107 esporos/ mL Kanaujia
Cevada, Trigo (2008)
Casca de café,
Residuo de cha, Tewelde,
Farelo de trigo, 14 107 esporos/ g Alemu
Residuos (2019)
vegetais
Arroz, Sorgo,
Milho, Farelo de 7 108e10°ufc/ g ~ eddy et
. . al. (2017)
trigo, Trigo
Arroz + residuo Sene ef al
. 0 8 -
de cervejaria 7 10° esporos/ g (2010)

(1:1)

Fonte: a propria autora.
Observa-se na Tabela 5.12. que a média do tempo de cultivo proposto

na literatura para a producéo de esporos do M. anisopliae em pequena escala,
€ de 11 dias de cultivo, seja em arroz ou em residuos agroindustriais. Porém, é
preciso analisar cada caso particularmente, visto que as produgdes de esporos
dependem de outros fatores de producao e da cepa utilizada.
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Tekam; Kelwatkar; Das (2018), avaliaram a produgao de esporos de M.
anisopliae em diferentes residuos: grama preta, feijdo-caupi, grama verde,
lentilha, ervilha, rajma, amendoim, soja, bolo de gergelim e bolo de nem, em 10,
20 e 30 dias de cultivo. Concluiram que em todos esses meios o fungo foi capaz
de se desenvolver e esporular progressivamente durante o periodo todo de
cultivo, obtendo concentracédo de esporos em 107 esporos/ mL.

Joaquin; Stiward (2013), avaliaram a produgdo M. anisopliae, |.
fumosorosea e L. lecanii em diferentes residuos, ao longo de 7, 12 e 17 dias de
cultivo. Observaram que o M. anisopliae e o L. lecanii obtiveram um rendimento
crescente durante todo o periodo de cultivo, ja a I. fumosorosea apresentou a
producao mais estavel do 7° ao 12° dia de cultivo, e o maior rendimento do 12°
ao 17° dia. Com isso, nota-se a importancia de avaliar a esporulagado do fungo
ao longo de um periodo de cultivo mais extenso do que somente de 10 dias, visto
que a cepa, as condi¢des e o tipo de meio influenciam significativamente na
esporualgao do fungo, que pode ter um processo de adaptacao e assimilagéo de
nutrientes diferente em cada caso.

Segundo Tewari; Bhanu (2004), os farelos oriundos de cereais
proporcionam um crescimento micelial mais lento, mas elevadas concentragdes
de esporos, e isso pode ocorrer devido a grande carga nutricional destes meios.
Acredita-se que o fungo demore mais para crescer em meios alternativos devido

ao tempo que leva para sintetizar os compostos.

5.4. Ensaios de ampliacao de escala

Para avaliar a produgdo de esporos em uma escala similar as aplicadas
na industria, realizou-se ensaios em embalagens plasticas contendo 300 g de
substrato, com amostras compostas apenas por arroz, como na pratica industrial,
e amostras compostas por farelo de milho e bagacgo de cana, nas proporg¢des de
7:3, 8:2 e 9:1 (substrato:suporte), mesmos niveis utilizados nos ensaios de

otimizagao. Na Tabela 5.14. encontram-se as concentragdes de esporos obtidas.
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Tabela 5.14. Produgdo de esporos em embalagens plasticas de 300 g

com 15 dias de cultivo.

Proporgao Ce 10° DV 10° cVv
(substrato:suporte) (esporos/gsa) (esporos/gsa) (%)
FM+BC 7:3 3,47° 0,58 16,9

FM + BC 8:2 3,17° 0,10 3,3
FM + BC 9:1 3,29° 0,52 15,9
Arroz 5,842 0,55 9,5

*FM + BC - farelo de milho + bagago de cana. Ce - concentragdo de esporos. DV -
desvio padrao. CV (%) - coeficiente de variagdo (CV=DV/média. 100). As médias
seguidas por diferentes letras minusculas diferem significativamente de acordo com o
teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%.

Fonte: a propria autora.

Observa-se na Tabela 5.14. que nao houve diferenca estatistica nas
concentracdes de esporos obtidas entre as trés proporcdes utilizadas para
mistura farelo de milho:BC. Esperava-se que o aumento de escala pudesse
refletir em uma diferenca significativa entre as concentragdes de esporos obtidas
com as diferentes proporgdes, pois problemas de compactagédo e aglomeragao
do substrato, de remocido deficiente de calor metabdlico e de aeracao
insuficiente tenderiam a ser intensificados na escala ampliada, porém isso nao
ocorreu. Da mesma forma, acreditava-se que a mistura com maior quantidade
de farelo teria potencial para gerar mais biomassa e consequentemente mais
esporos, 0 que também nao ocorreu. Assim, parece haver uma interagdo entre
0s requisitos nutricionais do microrganismo e as caracteristicas fisicas do meio,
sendo que a maior proporcao (9:1) favoreceria a nutricdo e a menor (7:3) as
propriedades fisicas do meio.

Comparando os valores de desvio padrao e de coeficiente de variagao
da Tabela 5.14 com os valores do farelo de milho:BC da Tabela 5.2. com 10 g
de substrato, observa-se que tanto o desvio padrao quanto o coeficiente de
variagao dos ensaios com 300 g de substrato sdo menores do que aqueles com
10 g de substrato. Ao comparar a concentragcéo de esporos obtida na cinética de
esporulagao com 15 dias de cultivo, na proporgao farelo de milho:bagaco de 8:2,
com 10 g de substrato, observa-se que este valor € superior ao obtido com a

ampliacdo de escala na proporg¢ao de 8:2, com 300 g de substrato, neste caso,
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isso pode ter ocorrido devido ao aumento de escala refletir em problemas citados
acima, como compactagao do meio e baixa remogao de calor.

Os resultados obtidos com a mistura farelo de milho:BC apenas se
diferenciam estatisticamente do resultado obtido com arroz, cerca de 1,7 vezes
maior para o arroz. Ainda assim, considerando-se que o preco do arroz € cerca
de 2,6 vezes maior do que o do farelo (Tabela 5.5.) e que ambas as
concentracgdes s&o da ordem de 10°, acredita-se que a substituicdo do arroz pelo
farelo na pratica industrial seja atrativa economicamente. Estes resultados
mostram que qualquer proporgao utilizada de farelo de milho:BC possibilitaria a
producdo de esporos com elevada concentracdo, sendo que a escolha da
proporcdo a ser utilizada no ambiente industrial ficaria a critério do espago
disposto para o cultivo, pois a proporcao 7:3 ocupa um volume maior devido a
maior quantidade de bagacgo, enquanto que a proporgéo de 9:1 necessita ser
homogeneizada mais cuidadosamente, requerendo maior tempo de
manipulagao.

Ao final dos 15 dias de cultivo foi visivel a esporulagao uniforme do fungo
em todo o substrato nas trés proporcdes farelo de milho:BC e no arroz, sendo
que apenas a proporcao de farelo de milho:BC 9:1 apresentou a formagao de
aglomerados. Visivelmente, nao foi possivel identificar a presenga de micélio ao
final do cultivo, porém ao extrair e realizar a contagem dos esporos no
microscopio, observou-se ainda grande presenga de micélio, nas trés
proporc¢des utilizadas. Dorta; Ertola; Arcas (1996), ao cultivarem o fungo M.
anisopliae em biorreator de coluna empacotada em escala laboratorial, com
aeracgao forgada, no meio a base de farelo de arroz e casca de arroz, obtiveram
que apesar da quantidade de micélio ter diminuido durante a esporulagao, a
biomassa total (micélio + esporos) aumentou, que isso se deve ao tipo de sintese
de biomassa do fungo, que tem crescimento blastico, onde ao final da hifa ocorre
uma diferenciacao e a formagéao de um ou mais esporos.

Cunha; Homma; Thoméo (2019), ao avaliarem a influéncia da carga de
substrato na esporulagao de M. anisopliae em embalagens plasticas, concluiram
que o espaco livre acima do meio de cultivo para aeragao, também denominado
headspace, tem grande influéncia no desenvolvimento do fungo, podendo
impactar negativamente o cultivo, sendo que um pequeno headspace pode

dificultar a troca gasosa e um grande headspace pode propiciar o ressecamento
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do leito. Nos ensaios com 300 g de substrato, observou-se que o headspace nao
interferiu negativamente visto que foi possivel obter concentragdo de esporos
similar as embalagens contendo 10 g de substrato, como obtido no segundo
ensaio de otimizagdo. Entretanto, caso aumentasse significativamente a carga
de substrato, seria interessante testar embalagens de diferentes tamanhos, e

avaliar o impacto que estas teriam no desenvolvimento do fungo.

5.5. Ensaios de vigor

Avaliou-se o vigor dos esporos produzidos na mistura farelo de milho:BC
na proporg¢ao 8:2 (substrato:suporte), com 70% de umidade, comparando com
aqueles produzidos no arroz (controle), na proporgdo 9:1 (substrato:suporte)
com 48% de umidade, ambos com 15 dias de cultivo a 27 °C. Na Tabela 5.15.

encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 5.15. Vigor dos esporos produzidos na mistura farelo de milho:BC e no
arroz, com 15 dias de cultivo, a 27 °C.

Meio de cultivo Média de esporos vigorosos (%) DV
Farelo de milho:BC 94,30 ° + 0,57
Arroz:BC 95,66 @ + 0,57

DV - desvio padrdo. As médias seguidas por diferentes letras minusculas diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%.
Fonte: a propria autora.

Na Tabela 5.15. é possivel observar que o vigor dos esporos obtidos no
farelo de milho:BC e no arroz tiveram diferenca estatistica, porém foram
superiores a 80%, valor minimo aceitavel para preparados comerciais indicado
por Alves, Faria (2010), para esporos de M. anisopliae.

Desta forma, no que diz respeito ao vigor dos esporos, ambos os substratos
sdo equivalentes. Na produgdo em massa de entomopatdégenos fungicos é
necessario considerar ndo apenas o0 aspecto quantitativo, mas também
qualitativo dos esporos produzidos, uma vez que modificando alguma etapa do
processo, como o0 meio de cultivo no presente estudo, este pode interferir na
qualidade dos esporos. A importancia de se obter esporos vigorosos esta na
relevancia do processo de infecgdo do fungo ao hospedeiro. Entende-se por

vigor a capacidade e a for¢ca de germinagao e crescimento do tubo germinativo
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que o esporo possui em um determinado periodo (FARIA et al., 2015). Segundo
ainda os mesmos autores, a rapida velocidade de germinagdo em um curto
periodo de incubacdo fornece resultados mais precisos da qualidade dos
esporos. Esporos mais vigorosos causam maior infecgdo no hospedeiro e em
menor tempo. De acordo com Mascarin; Quintela (2013), o ideal é de 18 horas
o periodo de incubagéo para os ensaios de vigor, como realizado no presente
estudo.

Faria; Hajek; Wraight (2010), comentaram sobre o dano que a embebigao
dos esporos cultivados por CES podem causar. Para os autores, resultados mais
confiaveis de vigor dos esporos sao obtidos apds a reidratagdo rapida dos
esporos, assim aqueles que por ventura vierem a sofrerem danos de embebicao
nao serdo contabilizados como vigorosos. Desta forma, o presente estudo optou
por realizar a secagem dos esporos em ambiente desidratado por silica por 10
dias, periodo em média que a industria leva para secar os esporos, e realizar a

rapida reidratacao dos esporos.
5.6. Ensaios de patogenicidade

Avaliou-se a patogenicidade dos esporos produzidos na mistura farelo de
milho:BC na proporcédo 8:2 (substrato:suporte), com 70% de umidade,
comparando-se os resultados com os de esporos produzidos no arroz (controle),
na proporc¢ao 9:1 (substrato:suporte) com 48% de umidade, ambos com 15 dias
de cultivo a 27 °C em larvas de Zophobas morio. Na Tabela 5.16. encontram-se

os resultados obtidos da média de mortalidade total.

Tabela 5.16. Patogenicidade dos esporos produzidos no farelo de milho:BC e
no arroz, com 15 dias de cultivo, a 27 °C.

Amostra Média de mortalidade (%)
Controle 10

Farelo de milho:BC 82 @
Arroz:BC 84 @

As médias seguidas letras minusculas iguais nao diferem significativamente de acordo
com o teste de Tukey ao nivel de confianga de 95%.
Fonte: a propria autora.

Na Tabela 5.16. é possivel observar que a mortalidade média das larvas

tratadas com os esporos extraidos de farelo de milho:BC e de arroz foi elevada,
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e nao diferiram estatisticamente. Verifica-se que foi possivel alcangar uma alta
porcentagem de mortalidade das larvas com os esporos produzidos no farelo de
milho quanto no arroz, acima de 80%.

Como enfatizado na segédo 5.5 sobre o vigor dos esporos, na produgao
massal de propagulos de fungos entomopatogénicos € necessario considerar 0s
aspectos qualitativos dos esporos produzidos, como por exemplo o vigor e a
patogenicidade, esta ultima a capacidade do fungo em infectar o hospedeiro e
causar sua morte.

Utilizou-se larvas de Z. morio, ou tenébrio gigante, devido a facilidade de
aquisicdo na regido onde foi realizado o estudo e ao manejo simples das
mesmas. Para todos os ensaios fixou-se a concentragdo de esporos em 108
esporos/ mL, concentracdo essa utilizada por diversos autores que trabalharam
com o fungo M. anisopliae resultando em altas mortalidade de diferentes
hospedeiros (MORA et al., 2016; AGUILERA-COGLEY et al., 2020; MEMBANG
et al., 2021).

Lopes (2016), realizou ensaios de viruléncia com o fungo M. anisopliae na
broca da cana, com esporos produzidos com 7 e 10 dias de cultivo, e concluiu
que o tempo de cultivo influéncia significativamente na viruléncia dos esporos,
uma vez que obteve maior mortalidade das brocas com esporos produzidos em
10 dias de cultivo. A autora ressalta que isso pode ter ocorrido devido a
maturidade dos esporos, sendo que 0s esporos com sete dias de cultivo
provavelmente nao teriam ainda armazenado nutrientes em concentragao
suficiente para germinarem no hospedeiro. Acredita-se que os resultados
satisfatorios encontrados no presente estudo estdo de acordo com a autora
citada acima, uma vez que os esporos produzidos nesses ensaios sdo com 15
dias de cultivo.

Ao longo dos 15 dias de acompanhamento dos ensaios, observou-se que
em todas as amostras tratadas com esporos, produzidos tanto no farelo de milho
quanto no arroz, todas as larvas sofreram ecdise, ou seja, a troca do
exoesqueleto, camada composta principalmente de quitina que protege o corpo,
a qual é substituida em cada estagio da vida do inseto, enquanto que as larvas
controle nao realizaram ecdise. Tanto o tenébrio pequeno (Tenebrio molitor)
quanto o tenébrio gigante (Z. morio) pertencem a ordem dos coledpteros

(normalmente denominados de besouros), os quais sdo holometabolos, ou seja,
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passam pelo processo de metamorfose completa, (ovo, larva, pupa e inseto
adulto), podendo sofrer até 30 ecdises neste processo. Diversos estudos buscam
entender os mecanismos que levam o inseto a realizar mais ou menos ecdises,
sabendo-se que estes fenbmenos sido controlados por hormdnios endocrinos
(RUPPERT; BARNES, 1996; GALLO et al., 2002). Acredita-se que o observado
neste trabalho possa ter ocorrido como uma forma de defesa das larvas frente a
infecgdo pelo fungo, visto que o controle ndo realizou ecdise. Alguns autores
ressaltam que os mecanismos de defesa dos insetos frente a perturbagdes sao
complexos, e envolvem diferentes processos, adaptacdes, producdo de
compostos e até a capacidade de realizar a ecdise, uma vez que os insetos sao
capazes adaptar o seu desenvolvimento e a resposta imune de acordo com o
tipo de perturbagao e isolado entomopatogénico (SEYEDTALEBI et al., 2017,
MONFARDINI, 2018; FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).

5.7. Anadlise de custos de produgao

Avaliou-se a viabilidade de substituicao do arroz tipo 1 pelo substrato
alternativo, o farelo de milho, foi realizada uma analise de custos de uma planta
de producgéao de esporos de pequeno porte, similar a Oligos Biotec que processa
cerca de 3 toneladas de substrato (arroz) ao més, resultando em 22,5 kg de
esporos no mesmo periodo, a fim de obter indicadores econdmicos objetivos
para a alteragcdo em nivel industrial. Na analise realizada nao foi levado em
consideragao os custos de distribuigcdo do produto.

O processo de producgédo industrial tradicional dos esporos de M.
anisopliae avaliado ocorre da seguinte maneira: o substrato (arroz) € acomodado
em caixas plasticas e coberto com certa quantidade de agua e umidificado por
cerca de 40 minutos até que atinja textura macia e aproximadamente 40% de
umidade, entdo 300-400 g (b.u.) do substrato é disposto manualmente em
embalagens plasticas, segue para a esterilizagdo em autoclave; apos
resfriamento, o substrato é inoculado com a suspenséo de esporos (108 esporos/
gss) em camara de fluxo laminar, seguido de agitacdo manual vigorosa. As
embalagens sdo entdo encaminhadas para uma sala climatizada (28 °C) por
condicionadores de ar e sdo dispostas em prateleiras por 15 dias; apos a

incubacdo, as embalagens sao levadas para salas de secagem, onde sao
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abertas e expostas a ar seco por desumidificadores, por cerca de 7 dias. Apds a
secagem ocorre a extragado dos esporos do substrato em peneiras vibratorias e
0s esporos extraidos sdo entdo colocados em embalagens plasticas e
armazenados em camaras de refrigeracéo (-16 °C) para posterior formulagao.

A base de calculo empregada na analise dos custos de produgao é similar
a apresentada na sec¢ao 4.10. para o arroz, onde estabeleceu-se a quantidade
diaria de substrato inoculado, o rendimento de esporos, a quantidade de esporos
e de adjuvante para formular 1 kg de produto e a quantidade de produto que
corresponde a uma dose recomendada para tratar 10 ha.

Na Tabela 5.17. encontram-se os custos diretos e indiretos, contingéncia
e custos com contratos, os quais compdem o CAPEX, o valor de capital inicial
necessario para iniciar o processo. Na Figura 5.6. observa-se o que cada custo
ocupa dentro do CAPEX.
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Tabela 5.17. Custos que compéem o CAPEX para implantacao de biofabrica de

producéo de esporos empregando farelo de milho como substrato.

CAPEX

Custos Diretos Equipamentos + Instalacao 446.098,00
Tipo R$ (unidade) Quantidade Total
Autoclave*’ 200.000,00 1 200.000,00
Ar-condicionado 2.000,00 9 18.000,00
Desumidificador 2.000,00 2 4.000,00
Extrator vibratorio 20.000,00 2 40.000,00
?e‘;‘n”;]aer; 850*2 55.000,00 2 110.000,00
Seladora 2.000,00 1 2.000,00
g‘rztd”‘iﬁgées 720,98/m? 100m? 72.098,00
Custos Indiretos 176.000,00
Automacao 29.700,00
Montagem e interligacdes 29.700,00
Obra civil 29.700,00
Engenharia e supervisao 59.400,00
Contingéncia 124.419,60
Contratos 31.104,90
Investimento Total: Capital Fixo (C indireto + C direto) 777.622,50

(*") Autoclave horizontal de aproximadamente 950 L.
(*2) Camara de refrigeragdo de 29 m3cada.
Fonte: a propria autora.
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Figura 5.6. Divisdo de custos que compde o CAPEX.

CAPEX

m Custos Diretos  m Custos Indiretos = Contingéncia  mContratos

Fonte: a propria autora.

Os custos diretos correspondem a 57% do valor do CAPEX, entre
equipamentos e instalagao industrial, como descrito na Tabela 5.17. Os custos
indiretos a correspondem 23% do total, se referem a servigos terceirizados
necessarios antes do inicio da operacéao, tais como automagao, montagens,
obras, engenharia e supervisdo. A contingéncia, corresponde a 16% do CAPEX,
visa cobrir possiveis eventualidades. O custo com contratos, foi estimado em 4%
do valor CAPEX. O CAPEX nao estabelece relagcdo com o tipo de substrato
utilizado, visto que ndo se modificou o processo produtivo. As porcentagens
utilizadas para os calculos de custos indiretos, contingéncia e contratos, foram
baseados em Peters; Timmerhaus (1991).

Observa-se que no CAPEX os equipamentos de maior custo sdo a
autoclave e as camaras de refrigeracdo, que correspondem a 88% dos custos
com equipamentos. A autoclave € o equipamento que sera utilizado para
esterilizar o substrato antes da inoculagao e € imprescindivel ao processo, visto
que os residuos agroindustriais carregam uma grande carga microbiana natural.

De acordo com Rezende (2009), que realizou a contagem padrao de bactérias
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aerobicas mesdfilas, fungos filamentosos e leveduras, de diferentes tipos de
arroz e derivados (integral, parboilizado, quirera, orgénico e polido), a quirera
possui maior diversidade e quantidade de contaminantes dentre os substratos
analisados, embora os outros residuos tenham carga microbiana também
elevada. Em relacdo as camaras de refrigeragdo, considerou-se o uso de duas
camaras, uma para armazenar o substrato e o suporte, farelo de milho e bagaco,
do momento do recebimento até o uso, evitando a degradagdo dos mesmos, e
a outra para armazenar os esporos extraidos, tendo em vista a necessidade de
um armazenamento controlado e asséptico desses esporos, visto que a
temperatura e umidade sao diferentes durante o armazenamento dos substratos
e dos esporos.

Os restantes dos equipamentos correspondem aos menores custos
diretos do CAPEX, como: os condicionadores de ar, necessarios para climatizar
a sala de inoculagéo e as salas de incubagcdo e secagem dos esporos; 0s
desumidificadores, utilizados durante o processo de secagem do substrato com
o fungo; os extratores de peneira vibratéria, em niumero de dois, um para separar
e homogeneizar o bagago e o outro para extrair os esporos do substrato; e a
seladora utilizada na finalizacdo do produto formulado para a venda.

Para uma empresa de pequeno porte, como apresentado aqui, com
producao por batelada, ndo se considera conveniente ter equipamentos extras
para atender uma possivel situagdo de emergéncia, caso algum equipamento
apresente falhas, visto que, manter a manutencgao frequente dos equipamentos
seria mais econémico do que o custo com equipamentos sobressalentes. Caso
fosse planejado uma empresa com produgdo em maior escala, seria interessante
analisar quais equipamentos poderiam ser adquiridos a mais.

De acordo com a analise do presente estudo, o capital inicial necessario
para o processo de producao de esporos do fungo M. anisopliae IBCB 425, seria
de R$ 777.622,50 reais. Palucci; Moreira (2015), realizaram andlise de
viabilidade de uma biofabrica de producao de esporos de M. anisopliae em arroz,
obtiveram que o valor do investimento alcangou R$ 92.341,46 reais, cerca de
12% do encontrado no presente trabalho. Porém, observa-se que os autores
concentraram os custos de investimentos em equipamentos e utensilios de
laboratorio, visto que nao calcularam os custos indiretos do processo, a

contingéncia, nao utilizaram extratores vibratérios para a separacdo dos
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esporos, consideraram apenas duas autoclaves de 250 L cada e nao
contabilizaram equipamentos de refrigeragao de grande porte para armazenar o
substrato e os esporos produzidos até a formulacdo e venda. Descontando do
total do CAPEX, os valores que os autores nao incluiram em seu trabalho,
obtém-se um valor de cerca de R$ 150.000,00 reais, proximo ao total do
investimento encontrado por Palucci e Moreira quando atualizados pelo IGP-M,
considerando-se nos calculos que o investimento havia sido feito em abril de
2015, com reajuste até margo de 2021, sem considerar juros, 0 que resultaria
em um investimento de cerca de R$ 160 mil. Oliveira (2019), realizou uma
analise de custos da producéo de esporos do M. anisopliae nos residuos solidos
agroindustriais quirera de arroz, farelo de soja e farelo de trigo (proporgao de
1:1:1), em escala piloto em um biorreator de bandeja, com capacidade para
produzir 10kg de substrato inoculado por més. A partir da analise de custos, o
autor teve maior custo inicial com equipamentos, como no presente trabalho, em
valores inferiores aos deste trabalho devido ao tipo de processo e a escala
trabalhada.

O OPEX sao os custos necessarios para manter o funcionamento
continuo do processo. Na Tabela 5.18. sdo apresentados os custos do OPEX
utilizando o arroz como substrato. Na Figura 5.7. sdo apresentadas as divisdes

dos custos com o arroz, que compdem o OPEX.
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Tabela 5.18. Custos que compdem o OPEX para implantacédo de biofabrica de

producéo de esporos empregando arroz como substrato.

OPEX - arroz

MATERIAIS 250.693,00
Substrato (arroz) 116.250,00
Caulim 10.063,00
Fungo 11.880,00
Embalagem 112.500,00

CONSUMO ENERGETICO 50.000,00

MAO-DE-OBRA - 14 funcionarios 380.400,00

MANUTENCAO 62.210,00

IMPOSTOS / TAXAS / ENCARGOS 46.657,00

CUSTO DE MANUFATURA (Custos variaveis +
Impostos/Taxas/Encargos)
Fonte: a propria autora.

789.960,00

Figura 5.7. Divisao dos custos que compde o OPEX para a produgéo de esporos

de M. anisopliae em arroz.

OPEX - Arroz

= MAO-DE-OBRA  mMATERIAIS MANUTENCAO = CONSUMO ENERGETICO m=IMPOSTOS

Fonte: a propria autora.

108



Na Tabela 5.19. sdo apresentados os custos do OPEX para a producgao
de esporos no farelo de milho. Na Figura 5.8. sdo apresentadas as divisdes dos
custos que compéem o OPEX utilizando o farelo de milho.

Tabela 5.19. Custos que compdem o OPEX para implantagao de biofabrica de
producéo de esporos empregando farelo de milho como substrato.

OPEX - farelo de milho

MATERIAIS 167.044,00
Substrato + inerte 32.601,00
Caulim 10.063,00
Fungo 11.880,00
Embalagens 112.500,00
CONSUMO ENERGETICO 50.000,00
MAO-DE-OBRA - 14 funcionarios 380.400,00
MANUTENCAO 62.210,00
IMPOSTOS / TAXAS / ENCARGOS 46.657,00

CUSTO DE MANUFATURA (Custos variaveis +
Impostos/Taxas/Encargos)
Fonte: a propria autora.

706.311,00

Figura 5.8. Divisao dos custos que compde o OPEX para a produgao de esporos

de M. anisopliae em farelo de milho.

OPEX - Farelo de milho

sMAO-DE-OBRA  mMATERIAIS MANUTENCAQ = CONSUMO ENERGETICO  mIMPOSTOS

Fonte: a propria autora.
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Ao se comparar os custos OPEX com o arroz (Tabela 5.18.) com os custos
para farelo de milho (Tabela 5.19.), € possivel verificar que apenas os custos
com os substratos alteraram. Além dos custos dos substratos, os demais custos
em materiais sdo: adjuvante caulim, utilizado na formulagdo do produto a ser
vendido; custos com a cepa de M. anisopliae IBCB 425, pago mensalmente; e
embalagens de polipropileno para o cultivo e embalagens especificas para o
armazenamento e venda do produto, as quais devem ser impermeaveis,
resistentes a rupturas e assépticas, devem impedir a troca gasosa e passagem
de umidade para os esporos. O consumo energético diz respeito ao consumo
direto de energia elétrica pelos equipamentos utilizados. A méao-de-obra, sao os
custos com salarios, definidos de acordo com a média salarial no Brasil, e demais
obrigagbes trabalhistas dos colaboradores, considera-se 14 funcionarios
necessarios para o processo de produgdo do fungo, dentre esses, 12
colaboradores, que recebem de acordo com o salario minimo atualizado, ficam
encarregados dos procedimentos laboratoriais, preparo dos substratos,
inoculagdo, manejo dos lotes e extragado dos esporos; um colaborador de nivel
superior (Engenheiro Agrénomo ou Bidlogo) capacitado para o controle de
qualidade do produto, vigor e viruléncia; e um gerente, que recebem de acordo
com o piso salarial pertinente. A manutencao, impostos e taxas, sao calculados
de acordo com porcentagens pré-estabelecidas, como no CAPEX.

Para o processo de produgdo do fungo M. anisopliae, é possivel
observar que os custos com mao-de-obra (Figuras 5.7. € 5.8.), considerando 14
funcionarios, que trabalham 8 horas por dia, 5 dias por semana, somam 48% do
valor do OPEX para o arroz, e mais de 50% para o farelo de milho, acarretando
uma despesa anual de R$ 380.400,00 reais. Era esperado que esse tipo de custo
abrangesse grande parte do OPEX, visto que o processo é semi artesanal e
carece em grande parte de mao-de-obra. No OPEX, pode-se ainda ter custos
agregados ao longo do processo, como despesas com aluguéis de terceiros,
seguros, impostos, juros e entre outros (MENDES, 2015).

Considerando o processo de producado dos esporos com farelo de
milho:BC, o custo dos materiais com este substrato seria de 24% do total do
OPEX, correspondendo a cerca de R$ 167.044,00 reais/ ano, dos quais R$
32.601,00 reais sao os custos somente com o farelo de milho e com o bagaco.

Ja a producéao de esporos no arroz tipo 1, o custo é de cerca de 32% do OPEX,
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representando R$ 250.693,00 reais/ ano, sendo que R$ 116.250,00 reais é
somente o custo com o arroz. E possivel observar, que a participagdo dos custos
dos meios de cultivo no OPEX nao diferem expressivamente, devido aos altos
custos de mao-de-obra, diminuindo o impacto que teria a substituicdo do
substrato. Entretanto, quando se analisa o0 montante de recursos em valores
absolutos, este é 3,6 vezes maior para o arroz, cerca de R$ 83.649,00 reais.
Para uma industria de pequeno porte n&o € interessante dispender quantia tao
alta para aquisigao do arroz, pois afeta o capital de giro da empresa. Palucci;
Moreira (2015), ao analisarem a viabilidade de uma biofabrica de produgéo de
M. anisopliae, relataram que obtiveram custos varidveis em torno de R$
131.535,50 reais com o substrato arroz parboilizado e utensilios. Os autores
realizaram os calculos para um processo onde se inocula 360 kg de arroz por
dia trabalhado, e estimaram R$ 98.256,36 anuais com despesas de mao-de-
obra, incluindo-se os encargos, que reajustados pelo IGP-M dariam cerca de R$
170 mil.  No entanto, o trabalho citado ndo utilizou adjuvantes em suas
formulagdes, pois considerou-se que os esporos seriam vendidos juntamente
com o substrato (arroz); além disso, ndo foram contabilizados custos com
embalagens apropriadas para o armazenamento do fungo; por fim, a biofabrica
seria operada por apenas trés colaboradores, o que, baseado na experiéncia
real da Oligos Biotec, é inviavel. Assim, empregando-se os dados de Palucci e
Moreira para salarios e demais despesas com mao de obra em 2015 e
expandindo o numero de colaboradores para oito, os gastos com mao-de-obra
seriam de R$ 187.632,96, que reajustados pelo IGP-M dariam R$ 324.033,25,
muito préximo do que aqui foi previsto. Por esta razdo, devido ao maior capital
de giro disponivel, a substituicdo do arroz tipo 1 pelo farelo de milho passa a ser
interessante para as biofabricas.

Na Tabela 5.20. sdo apresentados os indicadores econémicos da
substituicdo do arroz pelo farelo de milho:BC no processo de producido dos

esporos do M. anisopliae empregando-se a proporgao substrato:suporte 8:2.
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Tabela 5.20. Indicadores econémicos da produgao dos esporos no farelo de
milho:BC.

Indicadores econémicos
Proporgoes farelo

de milho:BC

VPL TIR Payback (anos)

8:2 R$ 14.002.518  261,98% 1,22

* VPL — Valor Presente Liquido; TIR — Taxa Interna de Retorno.
Fonte: a propria autora.

O Valor Presente Liquido (VPL) representa a soma do fluxo de caixa ja
com descontos, quanto maior € o VPL melhor é o negdcio. A Taxa Interna de
Retorno (TIR) mede a rentabilidade do investimento no tempo, em geral
anualmente. O Payback, ou tempo de retorno, é o prazo que leva para a
recuperacdo do valor investido, medido em anos, e quanto maior, menos
interessante é o investimento (MENDES, 2015).

Observa-se que o VPL e o TIR apresentam valores bem elevados e que
o Payback é baixo, o que mostra que o investimento tem um bom retorno. Estes
valores elevados sao devido a alta margem de lucro que se obtém sobre a venda
do produto formulado, ou seja, o custo que se tem para a produgao dos esporos
€ baixo quando comparado com o valor de venda do produto, 0 que gera uma
alta margem de lucro. O processo em si, que nao utiliza de tecnologia sofisticada,
ndo encarece o produto, o qual gera de custo unitario em torno de R$ 146,00
reais (produzido em arroz) e R$ 78,00 reais (produzido no farelo de milho), por
dose de 650 g, que é recomendada para uso em 10 hectares. Faria; Magalhaes
(2001) citam que o preco médio de venda de um bioinseticida por hectare pode
ser de R$ 40,00 a R$ 50,00 reais. Grimm (2001), considera o preco médio de
prateleira de bioinseticidas em torno de US $ 8,00 a US $ 12,00/ ha, equivalente
a aproximadamente R$ 45,00 a R$ 68,00 reais (cotacdo do ddlar a R$ 5,70 reais
em 12/04/2021). Oliveira (2019), realizou uma pesquisa de mercado com
diversas empresas que produzem esporos de M. anisopliae e chegou a valores
que variam entre R$ 160,00 a R$ 500,00 reais cada 500g do produto.

Palucci; Moreira (2015), analisaram os indicadores econdémicos do

processo de producao de esporos do M. anisopliae em uma biofabrica, obtiveram
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o VPL de R$ 66.404,27; a TIR de 15,49% e o Payback de 4,21 anos, indices
menores do que os encontrados no presente estudo. Estes valores encontrados
pelos autores, consideram um valor de venda do produto de R$ 8,00/kg de
esporos + arroz, valor bem abaixo do citado pela literatura, mesmo quando
reajustado pelo IGP-M, o que daria R$ 13,82. Os mesmos autores ainda
realizaram a analise de sensibilidade do processo alterando o valor de venda do
produto, assim alcancaram melhores indices, com o preco de venda a R$ 9,60
reais/ kg, a TIR é de 32%; o VPL de R$ 273.975,18 reais e o Payback de 2,99
anos, 0 que mostra que o preco de venda do produto tem influéncia direta no
investimento e que se o pre¢co de venda do produto do estudo citado fosse
proximo do preco citado na literatura, provavelmente os indicares econdmicos

seriam melhores.
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6. CONCLUSAO

O principal objetivo proposto deste trabalho foi atingido, uma vez que se
produziu esporos do fungo Metarhizium anisopliae por cultivo em estado solido
em um residuo agroindustrial em concentragbes, vigor e patogenicidade
proximos aos obtidos em arroz, substrato normalmente empregado em
biofabricas, de modo a poder reduzir os custos operacionais de producao
industrial

Os substratos testados: farelo de milho, farelo de trigo e residuo de
malte, mostraram-se aptos ao cultivo de M. anisopliae produzindo esporos em
concentragcdes proximas e superiores as do arroz. Dentre os meios de cultivo
testados, a mistura farelo de milho e bagago de cana de agucar (substrato:inerte)
foi a selecionada para ensaios da otimizagao das condicdes de cultivo devido a
facilidade de aquisicédo, custo, composicédo quimica e fisica.

Os ensaios de otimizagdo com a mistura farelo de milho:bagaco de cana
demonstraram que o fungo é capaz de crescer e esporular em uma ampla faixa
de umidade, temperatura e composi¢cdes do meio de cultivo. O cultivo desta
mistura em embalagens de capacidade similar as empregadas em industria
resultou em concentracdo de esporos similar as obtidas com arroz,
demonstrando que ampliagdo de escala foi bem sucedida e que o fungo esta
apto a ser cultivado neste meio em condi¢des de cultivo industriais. Os esporos
produzidos no farelo de milho:BC sao tdo vigorosos e patogénicos quantos
aqueles produzidos no arroz.

A partir da analise de custos de producgéo verifica-se que é viavel a
substituicdo do arroz pelo farelo de milho:BC na industria, diminuindo os custos
com substrato. Desta forma, conclui-se que a mistura entre farelo de milho e
bagaco de cana de acgucar (substrato:inerte) tem potencial para ser aplicada no
ambiente industrial para a produgao de esporos de M. anisopliae, tornando a

producao mais econdémica.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados obtidos nesta dissertacdo, acredita-se que os

seguintes trabalhos poderiam aprimorar os estudos realizados até entéo:

- Avaliar a fermentagao bifasica com residuos agroindustriais para a producao
de indculos em menos tempo.

- Avaliar a esporulagdo do fungo em misturas de residuos agroindustriais em
diferentes proporgdes.

- Avaliar métodos de extracdo dos esporos a seco.

- Avaliar vigor e viruléncia dos esporos produzidos nos residuos em diferentes
condicdes e tempos de armazenamento.

- Avaliar a produgdo de esporos em residuos solidos agroindustriais em

biorreatores.
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