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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo produzir esporos do fungo Metarhizium anisopliae
IBCB 425 em biorreator de leito empacotado visando o aumento da escala, propondo
ainda alternativas para a extracdo dos esporos do meio de cultivo. Também se propde
compreender a preferéncia do fungo pelo arroz como substrato, procurando-se
alternativas para reducdo dos custos de producéo relativos a este substrato. Para isso,
realizou-se o cultivo e o reuso do substrato em embalagens pléasticas, onde se observou
que o cultivo em arroz tipo 1 ainda € o melhor substrato para o fungo, quando
comparado com os utilizados neste trabalho sendo, quirera de arroz e farelo de arroz,
porém para o0 aumento de escala e reuso do substrato, a melhor alternativa é a mistura de
arroz com bagaco de cana-de-agucar na proporcdo de 9:1. Também se realizou ensaios
em biorreatores de leito empacotado de 7.62 cm e 20 cm de diametro, utilizando a
mistura de arroz e bagago como substrato, e observou-se que, para ambas as
configuracdes, 0 bagaco evitou a compactacao do leito, ndo se observando temperaturas
elevadas que interferissem no desenvolvimento do microrganismo. Com as analises de
degradacdo do amido e da atividade das enzimas amilase total, alfa — amilase e protease,
foi possivel concluir que o fungo se desenvolve de maneira distinta a cada uso dos graos
e que, o maior consumo de amido ocorre no primeiro cultivo (R1), reduzindo-o em
cerca de 30%. Analises de microscopia 6ptica foram realizadas nos grédos cultivados,
onde se observou que no R1 as hifas do fungo penetram os grdos e no segundo (R2) e
terceiro (R3) cultivos isso ndo ocorre, pois 0 crescimento ocorre apenas na superficie
dos gréos. Constatou-se nos biorreatores que houve reducdo da massa de grédos de 24%
apos o R1, de 20% ap06s o0 R2 e de 17% apds o R3. A concentracéo total de esporos foi
similar nos trés cultivos sucessivos, mas a concentracgdo total de esporos foi cerca de 2,5
vezes maior quando se fez os trés cultivos em relagdo a um Unico cultivo. Para os testes
de extragéo de esporos, utilizou-se uma técnica seca e outra Umida. Na extracdo a seco,
foi utilizado um tambor rotativo com fluxo de ar seco e um ciclone para recolhimento
dos esporos e na Umida, apds a extracdo dos esporos com solugdo Tween, utilizou-se a
técnica de spray drying, utilizando como carreador maltodextrina, sendo que ambas as
técnicas apresentaram bons resultados quanto a separacdo e secagem dos esporos. No
tambor rotativo, constatou-se tempo elevado para extracdo, mas obteve-se extracdo de

até 61% dos esporos. Utilizando o spray dryer foi possivel observar uma tendéncia na



diminuicdo da viabilidade dos esporos com 0 aumento de temperatura e aumento da

viabilidade com concentragdes de maltodextrina mais altas.

Palavras chaves: Metarhizium anisopliae; Reuso do substrato, Biorreatores; cultivo em

estado solido; arroz tipo 1.



ABSTRACT

This work aimed to produce spores of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae IBCB 425 in packed-bed bioreactors targeting the scale-up, and also to
propose alternatives to the extraction of the spores from the cultivation medium. The
understanding of the preference of the fungus for the long rice as substrate was also
verified in order to reduce the production costs associated to the rice. Therefore, the rice
was cultivated in plastic packages and it was noticed that rice is still the best substrate
for the fungal growth, even though for the scale-up and reutilization of the substrate it
was necessary to mix it with sugarcane bagasse at a proportion 9:1 (rice:bagasse).
Experiments in packed-beds of 7.62 and 20 cm internal diameter have been carried out
using the mixture rice:bagasse and for both sizes no compaction was noted and no
excessive temperature took place. From starch analysis and from the activities of total
amylase, alpha-amylase and protease it was noticed that the microbe develops distinctly
in each consecutive cultivation of rice, and that after the first cultivation (R1), the starch
content was reduced by 30%. Optical microscopy of the cultivated grains revealed that
during R1 the fungal hyphaes penetrated the grains, but during the second (r2) and third
(R3) cultivations the fungal growth is restricted to the grain surface. It was observed a
substrate mass reduction in the packed-bed experiments of 24%, 20% and 17% after R1,
R2 and R3, respectively. The total spore concentration was similar in the three
consecutive cultivations, although the total production of spores was 2.5 times higher
for the three consecutive cultivations when compared with a single cultivation. The
spores were extracted using a dry technique and a moist one. For the dry extraction was
used a rotating drum with dry air flow and a cyclone to restrain the dry spores, while for
the moist alternative the spores were removed from the grains using a Tween solution
followed by drying in a spray dryer, using maltodextrin as adjuvant. Both approaches
presented good results in terms of spore separation and drying. The experiments in
rotating drum were quite long, but the efficiency of extraction was very high, 61%. The
dry spores from the spray dryer were less viable with the increase of the temperature

and more viable with the increase of the maltodextrin concentration.

Keywords: Metarhiizum anisopliae; Substrate reuse, Bioreactors; solid-state

cultivation; long rice.
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1. Introdugéo

1. INTRODUCAO

Existe um grande numero de fungos entompatogénico atualmente sendo
utilizados para o controle de diversas pragas agricolas, a fim de que ocorra uma
diminuicdo no uso de defensivos quimicos, 0s quais podem causar sérios danos ao meio
ambiente e ao ser humano. Na Ameérica Latina, os fungos mais utilizados sdo Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae, sendo o ultimo responsavel por 33% das vendas no
mercado latino-americano. Mais de 3 milhdes de hectares sédo tratados com o fungo M.
anisopliae e, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil
(MAPA, 2019), o uso de defensivos biol6gicos aumentou cerca de 70% no ano de
2018, movimentando R$ 464,5 milhdes, ante R$ 262,4 milhdes em 2017.

Diversos estudos demonstram o sucesso do fungo M. anisopliae no combate a
diversas pragas, tendo sido catalogadas mais de 200 espécies de hospedeiros, dentre os
quais estéo o carrapato Boophilus microplus, o besouro Alphitobius diaperinus (Panzer),
as moscas estaveis Stomoxys calcitrans (L.), Haematobia irritans (moscas de chifre) e
Mahanarva posticata (cigarrinha da folha da cana-de-acucar). Atualmente, a maior
utilizacdo de M. anisoliae € no combate a cigarrinha da cana-de-aglcar, pois com a
proibicdo da queima da cana nos canaviais ocorreu aumento expressivo da praga, em
virtude do acimulo de palha nos campos. (ALONSO-DIAZ et al., 2007; CASTRO et
al., 2016; GALINDO-VELASCO et al., 2015; LOUREIRO et al., 2012; PAULA et al.,
2000; POLAR et al., 2005; SANTOS et al., 2017).

Para uma efetividade da morte das pragas nas lavouras, faz-se necessaria a
concentracdo de 2x10*® esporos/ha, de modo que se torna necessaria a producéo do
fungo em larga escala. Entretanto, atualmente o processo de producéo de esporos de M.
anisopliae € semiartesanal, com pouca automatizacdo, sujeito a contaminacgdes e a erros
operacionais, dependente de mdo de obra extensiva e sem controle sofisticado das
diversas variaveis que afetam um processo microbiolégico. Na maioria das industrias, a
producdo é realizada em embalagens plasticas e todas as operacfes do processo de
cultivo do fungo s@o realizadas manualmente, expondo o processo a diversas
contaminagbes (MENDEZ-GONZALEZ; LOERA; FAVELA-TORRES, 2018).

Como alternativa, existem estudos utilizando biorreatores para a producdo de
esporos de fungos entomopatogénicos. A utilizacdo de biorreatores visa obter um
processo reprodutivel, controlado, aumentar a produtividade e evitar contaminacdes

exogenas. Van Breukelen et al., (2011), Arzumanov et al., (2005) e Dorta & Arcas,
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(1998) descrevem que € possivel o cultivo do fungo em biorreator de coluna
empacotada, porém alguns problemas sdo relatados como compactacdo do meio e
gradientes de temperatura. Os autores aventam a possibilidade de criar estratégias para a
diminuicdo destes problemas, podendo melhorar as caracteristicas estruturais do leito,
com algum material inerte, e maior dominio das variaveis operacionais.

Normalmente, M. anisopliae é cultivado em arroz tipo 1, pois 0 mesmo fornece
todos os nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento e grande area superficial, além
de manter sua estrutura fisica ao longo do cultivo (DORTA; ARCAS, 1998; KARANJA
et al., 2004; KRUGER et al., 2014). No entanto, o custo associado ao uso do arroz tipo
1 é elevado, refletindo-se no custo do produto final, de modo que é necessario entender
as causas da boa adaptagé@o do fungo a esse substrato e avaliar alternativas ao seu uso ou
mesmo a sua reutilizagéo.

A extracdo dos esporos dos substratos nas biofabricas também é outra etapa do
processo desprovida de tecnologia. Segundo Mascarin; Quintela, (2013); Alves; Faria,
(2010), normalmente a extragdo ocorre de duas maneiras, uma com o uso de peneiras
vibratérias e outra utilizando grandes agitadors que trituram os substratos junto aos
esporos. Porém em ambas as alternativas ndo ocorre repetibilidade, ha perdas
significativas de esporos. Jenkins et al., (1998) relatam superficialmente a utilizacdo de
um equipamento improvisado que realiza diversas rotagdes com 0 meio para que 0S
esporos desprendam dos substratos e através de um alto fluxo de ar sejam carregados e
recolhidos em ciclone.

Neste contexto, esta tese buscou analisar a producdo de esporos do fungo M.
anisopliae em biorreator de leito empacotado de modo a superar dificuldades
operacionais para a ampliacdo de escala do equipamento, propondo ainda alternativas
para a extracdo dos esporos do meio de cultivo. Também buscou-se compreender a
preferéncia do fungo pelo arroz como substrato, procurando-se alternativas para a
reducdo dos custos de producdo relativos a este substrato. Além disso, foram testados

métodos de extracdo mais eficientes.
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2. ESTRUTURA DA TESE

Esta tese apresentard os estudos realizados ao longo do doutorado, em formato
de secBes. Na Secdo 3 apresentam-se 0s objetivos do trabalho. Na Secdo 4 ha uma
revisao bibliografica para maior compreenséo e entendimento do trabalho desenvolvido.

Na Secdo 5, é explorado o cultivo do fungo M. anisopliae em diferentes
substratos derivados do arroz tipo 1 e, ainda, o uso de material inerte para melhoria da
estrutura do leito para obtencdo de melhores concentraces finais de esporulacéo.

Na Secdo 6, discute-se sobre 0s cultivos consecutivos em arroz tipo 1 e sobre o
reuso do substrato. Também procura-se avaliar como o fungo se desenvolve sobre os
gréos no primeiro, segundo e terceiro uso desses.

Na Secdo 7, sdo apresentados os resultados de cultivo do fungo M. anisopliae
utilizando duas configuracGes de biorreatores de leito empacotado (estreito e largo),
realizando cultivos consecutivos. Neste topico, ademais, discute-se a possivel ampliagdo
de escala sendo projetada por meio do uso de modelagem matematica.

Na Secdo 8, ha o apresentam-se métodos alternativos para a extracdo dos
esporos, utilizando um tambor rotativo e, para coleta a seco, e porremocdo liquida e

posterior secagem em spray dryer.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Esta tese teve por objetivo principal a ampliacdo de escala para a producdo de
esporos do fungo Metarhizium anisopliae IBCB 425 utilizando biorreator de leito
empacotado por cultivo em estado solido, propondo-se alternativas para a reducdo do
consumo de arroz, o principal substrato aplicado industrialmente, bem como
alternativas tecnoldgicas para a extragdo dos esporos. Para tanto, os objetivos
especificos foram:

- Avaliar a viabilidade de emprego de arroz e seus derivados no cultivo do fungo;

- Demonstrar a possibilidade de se realizar cultivos sucessivos com arroz em
embalagens plésticas e em biorreatores;

- Compreender a preferéncia do fungo pelo arroz como substrato por meio da
degradacdo de amido, concentracdo de acUcares redutores e pela sintese das principais
enzimas degradadoras do substrato;

- Avaliar as estratégias de colonizacdo impostas pelo fungo ao arroz nos trés
cultivos sucessivos;

- Ampliar a escala de producdo dos esporos do fungo em biorreatores de coluna
empacotada, demonstrando sua viabilidade técnica;

- Desenvolver novos métodos de extracdo de esporos do arroz em tambor rotativo e

por secagem em spray-dryer.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Controle bioldgio

Os inseticidas sintéticos ou quimicos proporcionam controle da praga alvo em curto prazo,
mas alta ou média toxicidade aos mamiferos. Outro problema encontrado no uso de
inseticidas sintéticos ¢ a resisténcia que as pragas adquirem com o tempo, requerendo
formulag¢des mais toxicas € em concentragdes mais elevadas (FAROOQ; FREED, 2016).

A aceitabilidade e a utilizagdao dos bioinseticidas crescem com o passar dos anos, mesmo
com custos acima dos praticados para os inseticidas quimicos, em decorréncia das diversas
vantagens decorrentes de seu emprego, tais como econdmicas, ambientais, sociais e¢ de
seguranca alimentar. Omkar; Kumar, (2016) realizaram um comparativo de desempenho entre
bioinseticidas e inseticidas sintéticos e relataram que os custos para o desenvolvimento de
inseticidas sintéticos podem chegar a 150 milhdes de dolares, enquanto que para
bioinseticidas os investimentos podem chegar a 2 milhdes de ddlares.

Os bioinseticidas proporcionam controle prolongado das pragas, baixa ou nenhuma
toxicidade aos seres humanos, alta seletividade de pragas, eficiéncia na mortandade das
pragas, que chega a 88,4%, dentre outras vantagens. Como desvantagens, pode-se os tempos
longos para a morte das pragas, as dificuldades na aplicacdo, a alta sensibilidade as variaveis
abidticas, como temperatura, umidade e radiacdo UV, embora estudos tenham encontrado
solucdes para alguns destes problemas com a aplicacdo de fotoprotetores para aumento da
resisténcia dos bioinseticidas a temperatura e a raios UV (BILAL; HASSAN; KHAN, 2012;
CASTRO et al., 2016; LACEY et al.,, 2015; LEE et al., 2015; PAULA et al., 2000;
SCHOLTE; TAKKEN; KNOLS, 2007).

Existem diversos fungos, bactérias, virus e insetos entomopatogénicos, dentre os
principais destacam-se: os virus Baculoviridae, o Alphabaculovirus [nucleopolyhedroviruses
(NPVs)] e Betabaculovirus [granuloviruses (GVs)]. As principais bactérias sdo: Gram-
positiva, formadora de esporos B. thuringiensis subspp., L. (B.) sphaericus e Bacillus
thuringiensis, as gram-negativas, ndo formadoras de esporos Serratia entomophila,
Chromobacterium subtsugae. € B. thuringiensis subsp. Também existe o grupo de insetos
entomopatogénicos, conhecidos como parasitdides, os quais iniciam a vida como larva e
quando adultos, tornam-se moscas ou vespas. As principais espécies sdo: as vespas

Trichogramma, Hymenoptera: especialmente superfamilias Chalcidoidea, Ichneumonoidea e
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Platygasteroide; as moscas: Diptera e a Tachinidae (CRUZ; MONTEIRO, 2004; OMKAR;
KUMAR, 2016).

Os principais fungos entomopatogénicos ou fungos que causam doencas em insetos
sd0: Beauveria bassiana, Metarhizium spp., Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea,
Lecanicillium spp e Trichoderma harzianum, porém existem mais de 700 espécies de fungos
que sdo entomopatogénicos (CHAURASIA et al., 2016; GALINDO-VELASCO et al., 2015;
LACEY et al., 2015; SCHMIDT et al., 2007).

Mesmo com toda essa extensa lista de bioinseticidas, poucos sdo os virus e bactérias
utilizados para o controle bioldgico, pois os virus que sdo gerados em insetos demonstram, em
sua maioria, pequeno ciclo de vida quando comparados aos fungos. Ja entre as bactérias, a
espécie mais utilizada atualmente & Bacillus thuringiensis, que possui alta viruléncia a
diversos insetos. No entanto, fungos entomopatogénicos sdo 0s mais numerosos € mais
diversos em virtude da quantidade de formulagdes com tais microrganismos e, ao contrario
dos virus e das bactérias que precisam ser ingeridos, os fungos podem parasitar de fora para
dentro nos insetos, sendo mais rapidos e eficientes na maioria das vezes no combate das
pragas. Diversos estudos compravam a acdo entomopatogénica de diversos fungos, em virtude
disso, acredita-se que os fungos tém grande potencial o efetivo controle de pragas, pois
quanto mais espécies, maior sera o numero de hospedeiros alcangados com o controle
biolégico (HUMBER, 2016; LEE et al., 2015).

Segundo Nishi e Sato (2017), os bioinseticidas representam cerca de 10% do mercado
mundial de defensivos agricolas. Na América Latina, 33% do mercado ¢ ocupado pelo fungo
M. anisopliae. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil
(MAPA, 2019), o uso de defensivos biologicos aumentou cerca de 70% em 2018,
movimentando R$ 464,5 milhdes, ante R$ 262,4 milhdoes em 2017 e ha previsdes de que o
mercado de bioinseticadas no Brasil cres¢a entre 15-20% proximos anos Mascarin et al.,
(2018). Iwanicki et al., (2018) relatam que no Brasil ja sdo mais de 3 milhdes de hectares
tratados com o fungo M. anisopliae. Segundo a consultoria Dunham Trimmer - International
Bio Intelligence (DT, 2019), até 2025 o mercado de biocontrole deve movimentar cerca de 10
bilhdes de dolares no mundo e 90% do mercado corresponderd a fungos que realizam o

controle de pragas..
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4.2.Metarhizium anisopliae

Em 1879, ocorreu o primeiro registro do fungo M. anisopliae por meio de estudos de
Metschnikoff que na época o classificou como Entomophthora anisopliae. Quatro anos
depois, em 1883, Sorokin reclassificou o fungo denominando como é conhecido atualmente,
Metarhiizum anisopliae (DE ALVES et al., 1998). O género do fungo Metarhizium possui
trés espécies sendo: M. anisopliae, M. flavoviride e M. album. A espécie M. anisopliae pode
ser subdividida em duas variedades: minor e majus, baseando-se no tamanho dos esporos. O
fungo possui coloracédo variada, podendo ser de branca a esverdeada ou de marrom a castanho
claro (ARRUDA, 2005; DRIVER; MILNER; TRUEMAN, 2000).

M. anisopliae € um fungo é classificado como acaricida e entomopatogénico e possuia
anteriormente classificacdo como deuteromiceto, porém como a area bioldgica tem avancado
nas pesquisas com DNA e RNA, foi possivel descrever e reclassificar o fungo de forma
correta. O fungo M. anisopliae, quando penetra a cuticula de seus hospedeiros, libera toxinas,
causando a muscardine verde, uma manifestacdo patoldgica caracterizada pelo recobrimento
completo do corpo do hospedeiro por esporos, levando-o a morte (DRIVER; MILNER;
TRUEMAN, 2000; ALEGRE, 2005; BARATTO, 2005; HU; LEGER, 2002,
STEINWENDER et al., 2014; WANG; ST. LEGER; WANG, 2016; ZHONG et al., 2016).

Para que o fungo cause a muscardine verde ou o fenébmeno denominado
entomopatogenicidade no hospedeiro, € necessario que ocorra diversos fatores mecanicos e
bioguimicos correlacionados, dentre eles: a deposicdo do esporo do fungo na superficie do
hospedeiro (cuticula), a germinacdo, a penetracao, a colonizacdo e o crescimento do fungo na
parte externa do inseto (mumificacdo do inseto), seguida de esporulacdo (PEDRINI, 2017,
SHIN; BAE; WOO, 2016; ST. LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1991). Para a ruptura da
cuticula do hospedeiro para posterior penetracdo das hifas, o fungo M. anisopliae secreta
enzimas, como proteases, lipases e quitinases, as quais degradam os principais compostos
presentes na superficie dos insetos (proteinas, quitina e lipidios) (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010).

Para cultivo do fungo M. anisopliae, a temperatura 6tima esta entre 25°C e 28°C
(BARRETO et al., 2016; DORTA; ARCAS, 1998; POLAR et al., 2005). Keyser et al.,
(2014), Li; Feng, (2009) e Lanza; Monteiro; Malheiros, (2009), observaram que temperaturas
tanto superiores quanto inferiores as temperaturas 6timas afetam diretamente a esporulacao e
0 crescimento do fungo. Para que o fungo possua alta viruléncia, é necessario uma umidade
relativa de 70% a 100% (HALLSWORTH; MAGAN, 1999).
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4.3.Aplicacbes do fungo entomopatogénico M. anisopliae

Vérias pesquisas tém comprovado a eficiéncia do fungo Metarhizium anisopliae para
controle de diversas pragas, no qual ja inclui mais de 200 hospedeiros como: o carrapato de
gado Rhipicephalus microplu e o carrapato Boophilus microplus, contra as mosca-dos-
estdbulos (Stomoxys calcitrans), para o controle do inseto Alphitobius diaperinus, uma das
principais pragas da avicultura, contra piolhos de aves (Mallophaga), contra lavas do
mosquito tigre asiatico (Aedes albopictus), dentre outras pragas. Acredita-se que o fungo M.
anisopliae, atualmente, seja o fungo mais proeminente para o controle biolégico, em virtude
da sua larga gama de hospedeiros e pela alta taxa de mortalidade, entre 80% e 100%
(ALONSO-DIAZ et al., 2007; ALVES et al., 2004; ARRUDA, 2005; BENELLI et al., 2018;
GALINDO-VELASCO et al., 2015; PAULA et al, 2000; POLAR et al., 2005;
WASSERMANN et al., 2016; WEBSTER et al., 2017).

Patel et al., (2015) realizaram um comparativo entre bioinseticidas e agentes quimicos
sintéticos, os quais foram aplicados para o controle de insetos que atacam a producdo de
berinjela do inicio do plantio até a colheita. Os autores relataram que alguns fungos, dentre
eles M. anisopliae, forneceu um melhor custo beneficio para o controle dessas pragas,
demonstrando, que mesmo com os custos e dificuldades de aplicacdo, este fungo apresenta
melhor custo beneficio, quando comparado aos agentes sintéticos.

No Brasil, M.anisopliae € mais utilizado para controle da cigarrinha da folha e da raiz
da cana-de-acucar, Mahanarva posticata e M. fimbriolata, respectivamente. Tal aplicacédo
tende a aumentar em virtude da proibicdo da queima da palha da cana-de-agUcar, estabelecido
pelo decreto de lei 42.056 (06/08/1997), com previsdo de proibicdo total em 2021, o qual ird
favorecer o emprego e o desenvolvimento do controle biolégico (ALMEIDA, J. E. M.,
BATISTA FILHO, 2001; LOUREIRO et al., 2012; OTTATI-DE-LIMA, 2007). Até 2015, o
programa de controle biologico atingiu cerca de 3 milhdes de hectares no Brasil, em virtude
disso, 0 pais é considerado o portador do maior programa de controle biolégico do mundo
(SANTOS et al., 2017).

4.3. Cultivo em estado sélido (CES)

O cultivo em estado so6lido (CES) ¢ denominado como o crescimento de microrganismos
sobre uma matriz porosa insolivel e com quantidade de agua suficiente para satisfazer as
necessidades do crescimento microbiano, sem exceder a capacidade de retencdo de dgua do

meio poroso (DEL BIANCHI et al., 2001; BEHERA; RAY, 2016; GERVAIS; MOLIN, 2003;
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OZMIHCI, 2017; PEDRINI, 2017). A CES ¢ um processo heterogéneo que consiste em trés
fases: solida, liquida e gasosa, o qual oferece potencial para o cultivo de diversos
microrganismos ¢ desenvolvimento de bioprodutos de interesse (COSTA et al., 2018).

A escolha do substrato é muito importante na CES, pois determina indiretamente as
concentragfes dos metabdlicos de interesse. O material sélido pode ser proveniente de
culturas agricolas ou serem residuos agroindustriais (PANDEY, 2003). A maioria dos
residuos sé@o ricos em acucares e outras fontes facilmente degradaveis pela acdo microbiana, o
que favorece seu desenvolvimento, desta forma, se tornam adequados como matéria-prima
para a geragdo de biocompostos (OZCIRAK ERGUN; OZTURK UREK, 2017). Dentre 0s
rejeitos agroindustriais mais empregados como substrato na CES, estdo: gramas verdes ou
secas, bagacos de cana, de laranja ou de mandioca, farelos e palhas de trigo e de arroz, cascas
de soja ou amendoim, sabugo e palha de milho e serragens (CASCIATORI et al., 2014).

Soccol (1992) relata que em CES a umidade inicial em substratos amiléceos deve estar
entre 25% a 60%, e em celulésicos entre 60% a 80%. Em geral, grande parte dos substratos
utilizados na CES possui forma granular. O tamanho das particulas e a porosidade do leito em
um biorreator sdo fatores importantes em CES, visto que para desenvolvimento do
microrganismo, é necessario acesso facilitado ao substrato e permeabilidade suficiente para as
trocas gasosas. Quando se utilizam particulas pequenas, a area superficial aumenta,
promovendo um aumento no crescimento microbiolégico, porém com o crescimento
microbiano, as hifas do microrganismo tendem a bloquear os poros, acarretando problemas na
dissipacdo de calor e bloqueando a passagem de ar (PANDEY et al, 1999; DEL BIANCHI et
al, 2001; FARINAS, 2015). Segundo Mitchell et al., (2000), na CES a atividade de agua (aw)
varia entre 0,95 e 0,98, uma faixa adequada ao desenvolvimento de varios fungos, dentre eles,
grande parte dos fungos filamentosos, como é o caso do fungo utilizado neste trabalho.

Varios autores realizaram a producdo de enzimas utilizando a CES como: Aljammas;
Al Fathi; Alkhalaf, (2017), que cultivaram o fungo Rhizomucor miehei EMCC 841 (NRRL
3420) em farelo de trigo com acrescimo de solucdo nutriente, afim de obter proteases; Rigo et
al., (2010), que realizaram o cultivo de Penicillium P58 e P74 em farelo de soja com
diferentes suplementos, para a sintese de lipases; Da Silva et al., (2018), que realizaram 0
cultivo do fungo Trichorderma reesei CCT-2768 em uma estrutura solida composta na sua
maior totalidade por palha da carnaiba, a fim de obter endoglucanase e xilanases, para
posterior aplicacdo na producdo de etanol de segunda geragédo; Zanelato et al., (2012) que
realizaram o cultivo do fungo Myceliophtora thermophila 1-1D3b por CES para producdo de

celulases e xilanases.
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A CES também é a técnica utilizada para a producdo de esporos de M. anisopliae, e
diversas pesquisas que demonstram o uso de Vvarios substratos para tal finalidade, tais como:
Cunha et al., (2019) e Lopes (2016), utilizaram quirera de arroz e arroz tipo 1; Arzumanov;
Jenkins; Roussos, (2005) misturaram arroz e bagaco de cana-de-acucar (1:1); Van Breukelen
et al.,, (2011) cultivaram em farelo de arroz, farelo de trigo, grdos de trigo e canhamo
enriquecido por solucéo nutriente.

Possivelmente, a composicdo do arroz tipo 1, apresentada por Walter; Marchezan;
Avila, (2008), rica em amido e proteina, favorece o crescimento do fungo. No entanto, por ser
0 arroz um elemento béasico da alimentacdo humana, faz-se necessaria a busca de fontes
alternativas para o cultivo de M. anisopliae. Lopes (2016) realizou testes de producéo de
esporos do fungo M. anisopliae com quirera de arroz e arroz tipo 1 e obteve producdo de
esporos em quirera estatisticamente igual a que obteve com arroz tipo 1.

Pesquisas com CES requerem estudos mais profundos em escala de frasco para a
obtencédo da condicdo 6tima de cultivo, visando maximizar as concentracdes dos metaboélitos
de interesse. Normalmente, as variaveis exploradas nestas etapas sdo composicdo do
substrato, teor de umidade, pH, temperatura e duracdo do processo. Na etapa de biorreatores,
ainda em pequena escala, as condi¢des Otimas obtidas em frascos sdo adaptadas, buscando-se
uma nova situacdo ideal. Finalmente, na escala piloto e industrial, buscam-se solucdes de
engenharia para superar as dificuldades adicionais devido ao aumento de escala, normalmente
deficiéncias de aeracdo, elevacdo excessiva de temperatura e compactacdo de substrato
(CASCIATORI et al., 2016).

4.4. Producéo industrial de esporos.

Para obter eficiéncia na aplicacdo de M. anisopliae no campo, faz-se necessario a
introducdo inundativa, ou seja, é preciso uma concentracdo de 2x10™*/ha para uma letalidade
de 88,4% das praga (SCHMIDT et al., 2007), de modo que é necessario a produgdo do fungo
em larga escala, visto que se faz necessario cerca de 5 - 10 kg de arroz cultivado com o fungo
por hectare, dependendo da letalidade do fungo. No Brasil, ja existem mais de 3 milhGes de
hectares tratados com o fungo e, como consequéncia, se faz necessario o uso de muito
material para o controle das pragas, tendo como demanda uma producdo industrial dos
esporos de M. anisopliae em larga escala (DALZOTO; UHRY, 2009; IWANICKI et al.,
2018; JARONSKI; JACKSON, 2012; MENDEZ-GONZALEZ; LOERA; FAVELA-
TORRES, 2018; SCHMIDT et al., 2007; T.JARONSKI, 2014).
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A producdo industrial do fungo M. anisopliae, no Brasil, é semi-artesanal, ou seja, é
um processo desprovido de tecnologia sofisticada e de controles efetivos, tornando-o propicio
a contaminacdes e sujeito a baixo rendimento. De um modo geral, o processo ocorre por CES,
utilizando arroz tipo 1 como substrato. O cultivo ocorre em embalagens plasticas com
capacidade de 400-500g de arroz tipo 1, que € inicialmente umidificado, passa pelo processo
de esterilizacdo térmica em autoclave e resfriamento natural para receber manualmente o
inéculo (MASCARIN et al., 2018). A incubacdo ocorre por 15 dias em prateleiras dispostas
em salas climatizadas a 28°C. Apos a colonizagéo, que ocorre entre o quarto e o quinto dia, as
embalagens sdo abertas para uma maior aeracdo. Ao término dos 15 dias de cultivo, as
embalagens sdo estocadas por até 7 dias em salas com dessecadores, para que 0s graos sejam
secos ambalados em embalagens de maior capacidade ou que haja a remocao dos esporos do
arroz através de agitacdo mecénica em peneiras ou agitadores, dois métodos que serdo
detalhados no tdpico 4.6.

Existem empresas que comercializam os esporos em formulagdes secas ou liquidas
(MFRUARAL, 2018). Outra opcao também ¢ a comercializacdo dos esporos agreagados aos
graos do arroz tipo 1, porém, neste caso, o volume a ser comercializado ¢ grande, gerando

custos de transporte de armazenamento.

4.5. Biorreatores para producéo de M. anisopliae

Os biorreatores para CES devem ter caracteristicas, como: material resistente a
corrosao, material ndo téxico ao microrganismo, propiciar isolamento eficiente do ambiente
externo, possuir eficiente aeracdo ao meio de cultivo e manter uniformidade do meio de
cultivo no interior do biorreator (RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 2003).

Mitchell et al., (2011) classifica os biorreatores para CES em quatro grupos, com base
em sua forma de fornecimento de oxigénio ao microrganismo e a forma de agitacdo. Os
biorreatores pertencentes ao primeiro grupo sdo 0s que possuem o leito estatico ou agitado
com pouca frequéncia durante o cultivo e que ndo recebem ventilagdo vigorosa. No segundo
grupo fazem parte os biorreatores que recebem ventilacdo vigorosa, porém seu leito
permanece estatico ou com pouca movimentacdo. Os biorreatores do terceiro grupo sdo 0s
biorreatores que consistem em ventilagdo ndo vigorosa com agitacdo continua ou frequente
durante todo o processo de cultivo. Fazem parte do quarto grupo os biorreatores que recebem

forte ventilacéo e agitacdo frequente durante o cultivo.
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A grande dificuldade encontrada na maioria dos biorreatores é a remoc¢do do calor
gerado, pois geralmente o substrato utilizado nos biorreatores é proveniente de matéria
organica que possui baixa condutividade térmica efetiva, dificultando a dissipacdo do calor
gerado durante o cultivo. Este problema é agravado nos biorreatores de bandeja e leito fixo,
nos quais 0 meio de cultivo permanece estatico durante o processo. Para que estratégias de
agitacdo e reposicdo de agua perdida por evaporacdo possam ser empregadas, é necessaria
uma outra classe de biorreator, a de tambores rotativos, que sdo expressivamente mais caros e
de manutencdo mais complexa do que os de leito fixo (CASCIATORI et al., 2016;
GRAJALES et al., 2012).

Existem alguns poucos trabalhos sobre a produgdo de esporos de M. anisopliae em
biorreatores de CES. Cunha et al. (2019) e Lopes (2016) realizaram o cultivo em biorreatores
de bandeja, utilizando como substrato arroz tipo 1 e quirera de arroz, e obtiveram resultados
préximos aos obtidos nas embalagens plasticas. Também concluiram que a quantidade final
de esporos produzidos no biorreator de bandeja € maior em relagdo as embalagens plasticas,
dem modo a se poder reduzir o espaco fisico para o cultivo. Os biorreatores de bandeja sdo
simples, possuem leito estatico e a aeracdo ocorre paralela a superficie do leito. Também €
comum a base da bandeja ser perfurada para permitir uma melhor aeracdo do meio. Em geral,
0s problemas relacionados a elevacdo de temperatura neste tipo de biorreator tendem a ser
mais severos do que no leito empacotado, uma vez que o0 ar entra apenas como um contorno
convectivo na superficie do leito (ASHOK et al., 2017).

Roveda Junior (2008) realizou o cultivo do fungo M. anisopliae IBCB 425 em
biorreatores de tambor rotativo utilizando como substrato arroz tipo 1, e obteve bons
resultados quanto a concentracdo de esporos. Neste biorreator, é possivel fazer um controle
eficiente de temperatura e umidade do substrato pela aspersdo periddica de agua e agitacéo,
porém o custo da construcdo e manutencao é alto e a capacidade maxima de enchimento deste
biorreator ndo pode exceder 60%, com iSs0, 0 processo, muitas vezes, torna-se caro e inviavel.

Breukelen et al. (2011) e Arzumanov et al. (2005) empregaram o leito empacotado ou
coluna empacotada, com diferentes tipos de substratos, obtendo resultados distintos de
producdo de esporos, demonstrando a possibilidade do uso desta configuracdo de biorreator
para esta finalidade. Breukelen et al. (2011) demonstra problemas com a ampliacéo de escala
nesta configuracdo, pois obteve queda na producdo de esporos do fungo em virtude das
elevacOes das temperaturas axial e radial quando utilizou um biorreator de 200 mm de
diametro interno e 600 mm de comprimento. Segundo Breukelen e colaboradores, uma

possivel causa para tal fendbmeno teria sido a compactacdo e encolhimento do leito. Estudos
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realizados por Arzumanov et al. (2005) mostraram que a umidade ideal do meio utilizado para
0 cultivo do fungo M. anisopliae deve ser de 58% no biorreator para que ocorra esporulagéo e
elevados fluxos de ar podem afetar o desenvolvimento e a esporulacéo do fungo.

Geralmente, em CES, a configuracdo de biorreatores escolhida é a que possui leitos
fixos, pois 0 microambiente se assemelha muito ao habitat dos microrganismos, porém como
ja relatado por diversos autores, os leitos estaticos de maiores propor¢des de escala séo
propensos ao acumulo de calor, a compactacao e ao encolhimento do meio. Como estratégias
para diminuicdo destes problemas, é recomendado o uso de suporte inerte junto ao substrato
para melhorar a estrutura do leito, tais como o bagaco de cana-de-aglcar (ARORA et al.,
2017).

4.6. Extracéo de esporos

O processo de extragdo de esporos de M. anisopliae ainda ¢é precario e existem poucos
estudos que apresentam as alternativas. Segundo Mascarin; Quintela, (2013) e Jenkins et al.,
(1998), apds o cultivo do fungo, os graos de arroz com esporos sdo dispostos em bandejas
plésticas ou de aluminio, que sdo colocadas em estufa elétrica a temperatura controlada de
28°C até atingirem peso constante, o que pode levar até trés dias. Os autores relatam duas
estratégias para extrair os esporos dos graos: dispondo-os em peneiras vibratdrias e utilizam-
se tubos de PVC quando em menor escala, o qual ¢ despejado o conteido das embalagnes
plésticas e na extremidade coloca-se tecido de “voile” para reter os esporos. Apos a coleta dos
esporos, estes sdo secos em um dessecador a 26°C, até¢ a umidade de 2 — 3%. Em seguida, os
esporos sao dispostos em embalagens e congelados a — 10°C. Com este processo, 0S eSporos
podem ter uma vida util de até 1 ano.

Segundo Alves; Faria, (2010), apds o cultivo do fungo, as embalagens plasticas devem
ser abertas para secagem em salas com baixa umidade por um periodo de 2 dias, apds o0 que 0s
grdos sdo transferidos para um liquidificador industrial e submetidos a agitagdo com agua.
Apdbs a mistura, a suspensdo passa por um filtro de papel com o auxilio de uma bomba a
vacuo. Os filtros sdo dispostos em prateleiras em salas climatizadas a 26°C com umidade
controlada a 10%, onde permanecem por 7 dias, sendo posteriormente moidos e embalados.
Os autores recomendam manter as embalagens a temperatura de 2 — 4°C por até 9 meses.

Jenkins et al., (1998) relatam a utilizacdo de um equipamento capaz de realizar a
extracdo dos esporos, porém o equipamento foi uma adaptacdo de uma secadora de roupas

doméstica, tornando-a um tambor rotativo, o qual recebia o material cultivado em embalagens
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plasticas, seguido de agitacdo ou rotacdo, com o propdsito de causar a separa¢do dos esporos.
Para a retirada dos esporos do tambor, foi inserido ar seco dentro deste, que carregava 0S
esporos até ciclones que eram responsavel por coletar os esporos.

Toegel et al., (2010) relatam a possibilidade de secagem de esporos de M. anisopliae
por liofilizagdo, junto a agentes excipientes. No entanto, os autores relatam que obtiveram
resultados relativamente baixos de viabilidade. Destaque-se o0s altos custos associados a
liofilizacdo que podem tornar a técnica inviavel.

A secagem por spray drying pode ser uma ferramenta interessante para o0
processasamento dos esporos do fungo M. anisopliae junto a agentes carreadores, pois ao
final do processo, existiriam esporos com baixa atividade de agua, o que resultaria em tempo
de vida de prateleira maior. Porém, problemas nas comdicdes da operacdo de secagem podem
resultar em baixa viabilidade dos esporos. Horaczek; Viernstein, (2004) utilizaram spray-
dryer, liofilizador e leito fluidizado para secar solu¢Ges com esporos dos fungos M. anisopliae
e B.brongniartii. Os autores empregaram uma calda composta por leite desnatado e
polivinilpirrolidona (PVP K90) para a extracdo dos esporos, uma vez gque ambos agentes
tinham capacidade de proteger os esporos apos a secagem. A liofilizacdo resultou em esporos
com maior viabilidade e os ensaios por spray-drying mostraram forte influéncia da
temperatura de secagem sobre a viabilidade. Infelizmente, os autores pouco exploraram as
variaveis de secagem em todos os aparatos testados.
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5. CULTIVO DO FUNGO M.anisopliae EM SUBPRODUTOS DO ARROZ TIPO 1

5.1.Introducéo

A producéo industrial de esporos do fungo M. anisopliae, atualmente, é extremamente
precéria, sem a presenca de automatizacao e controles sofisticados. Todo o0 processo necessita
de muita méo de obra e ainda é exposto a diversas contaminacgdes extrinsecas. O substrato
utilizado para o cultivo do fungo também é um grave problema para a maioria das biofabricas,
pois utilizam arroz tipo 1 como substrato. Segundo a Bolsa Brasileira de Mercadoris
(BBMNET, 2019), o valor da saca de 50 kg de arroz tipo 1 é cerca de R$ 94,00, ou seja, 0
kilo de arroz beneficiado é de R$ 1,88. Segundo Schmidt et al., (2007), para que ocorra uma
letalidade eficiente das pragas, seria nescessario a concentragdo de 2x10™ por hectare, ou seja,
sendo nescessarios cerca de 8 kg de substrato para obter a concentracao relatada por Schmidt
e pelos colaboradores, demonstrando que para producdo de esporos do fungo, é necessario

muito substrato, que poderia ser destinado a alimentacdo humana.

No Brasil, cerca de 3 milhdes de hectares séo tratados com o fungo M. anisopliae, ou
seja, demanda-se aproximandamente cerca 24 mil toneladas de arroz tipo 1 para obter a
concentracdo de esporos necessarios para atender a demanda brasileira, isso sem contar outros

microrganismos que também utilizam o arroz tipo 1 como substrato (CUNHA et al. 2019).

Muitas pesquisas visam a obtencdo de um substrato que substitua o arroz tipo 1 por
um residuo agroindustrial ou até mesmo a otimizacdo deste, a fim de diminuir os custos
relacionados ao substrato. Como busca de uma alternativa para substituicdo do substrato, ja
foram testados graos de feijédo, sorgo e trigo (inteiros e quebrados), cevada, bagaco de cana-
de-acucar, farelo de trigo, arroz, milho, soro do leite, casca de camardo, além de farinha de
milho e casca de arroz, mas o arroz tipo 1 ainda é o substrato mais adequado. Van Breukelen
et al., (2011) realizaram o cultivo do fungo em farelo de arroz, farelo de trigo, gréos de trigo e
canhamo suplementado com meio, contendo glicose, extrato de levedura e peptona
bacterioldgica em proporcdes de massa de 8: 1: 1., e os melhores resultados foram obtidos
utilizando o cdnhamo. Os autores relatam que nos leitos formados por farelo de arroz e farelo
de trigo ocorre a compactacgdo do leito formando canais de aeracéo, e em leitos formados por
canhamo, material fibroso esse fenémeno néo ocorre, além da alta capacidade de retencéo de
agua das fibras de canhamo, que pode favorecer o arrefecimento do leito. Porém, como essa
vegetacdo em diversos paises ainda é proibida, o seu uso por biofébricas para producéo de

esporos do fungo M. anisopliae é complexo. Como alternativa, no Brasil, o cultivo e o uso de
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cana-de-agucar sdo altos para a geracdo de etanol, como consequéncia, ha cerca de 1/3 de
residuos de toda a cana processada, que é descartado ou queimado para a geragdo de energia
nas caldeiras (CASCIATORI; THOMEO, 2018).

Diante do exposto acima, esta secdo tem como objetivo encontrar um substrato
substituto para o arroz tipo 1. Assim, serd realizado o cultivo do fungo M. anisoplai em
substratos derivados do arroz tipo 1 como: quirera e farelo de arroz, em mistura com bagaco

de cana-de-agucar em diversas proporc¢des, além de utilizar mistura de arroz tipo 1 e bagaco.

5.2.Materiais e métodos

5.2.1. Microrganismo

Foi utilizada a linhagem do fungo entomopatogénico M. anisopliae IBCB 425,
fornecida pelo Instituto Biologico de S&o Paulo. No inicio dos experimentos, realizou-se a
estocagem do fungo, em tubos de ensaios com meio de batata-dextrose-4gar (BDA)
(Acumedia, EUA). Com o fungo ja desenvolvido, adicionou-se 6leo mineral, para que se
formasse uma camada protetora da colonia. Os tubos de ensaio foram mantidos em cameras
frias, com temperaturas controladas a 4°C e utilizados nas repicagens para todos 0s ensaios
realizados no presente trabalho. Para a inoculacdo do substrato, utilizou-se repicagem em
frascos de Erlenmeyer inclinados, contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, com auxilio de
alca de platina. Os frascos foram armazenados em camera DBO (TE — 371, Tecnal, Brasil) a
28 °C por 15 dias.

O inoculo foi preparado adicionando-se solucdo Tween 80 a 0,1 % (Synth, Brasil) a
superficie da coldnia contida nos frascos de Erlenmeyer, raspando a superficie com al¢a de
platina, para facilitar o desprendimento dos esporos. Foi fixada a concentracdo de 10’
esporos/g seca de substrato em todos 0s ensaios, a contagem de esporos ocorreu em Camara
de Neubauer, com ajuda de microscopia Optica com lentes de 40x de aumento. Todos 0s testes

foram realizados em triplicata.

5.2.2. Cultivo em embalagens de polipropileno

Os ensaios de cultivo do fungo foram realizados em embalagens plasticas, contendo
10g de substrato. Utilizou-se embalagens plasticas com dimensfes de 10x20cm e 0s
substratos utilizados sdo descritos na Tabela 5.1. Em todas as embalagens, foram acoplados
bocais de PVC, nos quais foram adicionados tampdes de algoddo envoltos por gaze, para

garantir as trocas de gases e assegurar que ndo haja contaminacgéo. Para facilitar a aeracdo e
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garantir que ndo ocorra a aglomeracéo do substrato, adicionou-se, no interior das embalagens,

arames em forma espiral.

Tabela 5. 1 Composi¢ao dos substratos

Teste Substrato Proporc¢ao

(9)
1 Arroz tipo 1* 10
2 Quirera de arroz* 10
3 Farelo de arroz* 10
4 Bagaco de cana-de-acUcar e arroz tipo 1 1:9
5 Bagaco de cana-de-acgUcar e arroz tipo 1 2:8
6 Bagaco de cana-de-acUcar e arroz tipo 1 3.7
7 Bagaco de cana-de-acgUcar e arroz tipo 1 4:6
8 Bagaco de cana-de-acUcar e arroz tipo 1 5:5
9 Bagaco de cana-de-agucar e quirera de arroz 1:9
10 Bagaco de cana-de-acUcar e quirera de arroz 2:8
11 Bagaco de cana-de-agucar e quirera de arroz 3:7
12 Bagaco de cana-de-acUcar e quirera de arroz 4:6
13 Bagaco de cana-de-agucar e quirera de arroz 5:5
14 Bagaco de cana-de-agUcar e farelo de arroz 9:1
15 Bagaco de cana-de-acucar e farelo de arroz 8:2
16 Bagaco de cana-de-acUcar e farelo de arroz 7:3
17 Bagaco de cana-de-acucar e farelo de arroz 6:4
18 Bagaco de cana-de-acUcar e farelo de arroz 5:5

*amostra controle
Fonte: (Préprio autor)

5.2.3. Condig¢ao de cultivo

O fungo foi cultivado a 28°C (DORTA e ARCAS, 1998; POLAR et. al, 2005), por um
periodo de 10 dias, ou seja, 240 horas no total. A umidade do substrato foi de 48% em base
umida, com adicdo de agua destilada, antes do processo de esterilizacdo em autoclave a
121°C, durante 30 minutos (Lopes, 2016). Em todos os testes, utilizou-se BOD (TE — 371,

Tecnal, Brasil) na auséncia de luz.

5.2.4. Extragdo de esporos

Para a extracdo dos esporos, foi utilizada solu¢do Tween 80 a 0,1%, para cada 1g de
substrato seco 5 mL da solugcdo. Apds a adigdo da solucdo Tween nas embalagens, as mesmas
foram dispostas em um banho metabdlico com agitacdo reciprocante (Marconi, Dubnoff,
BRA) e permaneceram em agitacdo de 120 b.p.m durante 50 minutos. Ao término do periodo

de agitacdo, realizou-se a contagem de esporos em camera de Neubauer.
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5.3. Resultados e discussao

Na Tabela 5.2, sdo dispostos os resultados da concentracéo de esporos (C.) ao fim do
cultivo do fungo em arroz tipo 1, quirera e farelo e em mistura destes substratos com bagaco
de cana-de-agUcar. Nestes testes, foi fixada a quantidade de 10g de substrato, variando a
propor¢éo entre os substratos utilizados como descreve a Tabela 5.1 e também como pode ser
visto nas Figuras 5.1a e 5.1b, as quais apresentam as curvas de regressdo linear da (Ce) nas
diferentes proporcdes de bagaco com altos coeficientes de regressao (R2), ou seja, a estrutura
afeta pouco a esporulacdo do fungo, porém a quantidade de arroz e quirera no meio afeta
diretamente a quantidade de esporos produzido. Nos testes com farelo de arroz, é possivel
observar que com o0 aumento da concentracdo de bagaco na mistura, consequentemente, ha
aumento na Ce.

Comparando-se a Ce produzidos com arroz e quirera sem bagaco (Tabela 5.2), é
possivel observar uma reducdo de 5% quando a quirera foi utilizada, embora ndo haja
diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tukey a 95% de intervalo de confiangca. No
entanto, quando foram utilizadas misturas de quirera e bagaco com baixas proporcdes de
bagaco (testes 9 e 10 na Tabela 5.2), as concentracOes de esporos obtidas séo praticamente
iguais as de arroz, explicitando que a melhora nas caracteristicas estruturais do meio favorece
a exposicdo de maiores areas de quirera ao ataque fungico. Em proporcGes maiores de
bagaco/quirera, as concentracfes de esporos diminuiram, devido a diminui¢do da quantidade
de substrato com o aumento de material inerte. Os desvios padréo que séo dispostos na Tabela
5.2 indicam confianca na repetibilidade dos testes realizados.

No arroz, o desenvolvimento do fungo ja € bem conhecido e descrito por Agale;
Gopalakrishnan; Ambhure, (2018); Méndez-Gonzaélez et al., (2018a); Freitas et al., (2014);
Ottati-De-Lima et al., (2010); Soundarapandian; Chandra, (2007)Soundarapandian; Chandra,
(2007). Santos et al., (2017), demonstra em seu trabalho que o uso de material inerte como
bagaco de cana- de-acUcar e esponja vegetal junto ao arroz tipo 1 favorece a esporulagdo do
fungo, em que se obteve resultados com concentracdo de 10° esporos/gss de arroz.
Arzumanov; Jenkins; Roussos, (2005) realizaram o cultivo do fungo M. anisopliae em dois
substratos: arroz e mistura de 50% (p / p) de arroz moido / bagaco de cana-de-agucar, e foi
obtido Ce em 10° esporos/gss de arroz. VVan breukelen et al., (2011) demonstram em seu
trabalho que a utilizacdo de canhamo (Hemparade, HempFlax bv, Holanda) como material
inerte impregnado com nutrientes, contendo glicose, extrato de levedura e peptona

bacterioldgica em propor¢cdes macicas de 8: 1: 1, o que favoreceu a esporulacdo do fungo
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quando comparado aos outros substratos que foram utilizados para cultivo do fungo como:
grdo de trigo, farelo de trigo e farelo de arroz. Com os dados da Tabela 5.2, também foi
possivel observar que pequenas proporcdes de bagaco de cana-de-agucar ndo demonstraram
diminuicdo dréastica na producéo de esporos, ou seja, para um aumento de escala expressivo, a

utilizagdo da proporgéo 9:1 seria interessante.

Tabela 5. 2 Resultados das concentragdes de esporos ao fim do cultivo do fungo M. anisopliae
IBCB 425 em embalagens plésticas com diversos tipos de substrato.

Teste Proporcéo Substrato Ce DP
(@) (10° esporos/gss)
1 10 Arroz tipo 1 4,014 0,07
2 10 Quirera de arroz 3,808 0,14
3 10 Farelo de arroz 1,85pe 0,15
4 1:9 Bagaco e arroz tipo 1 3,298 0,02
5 2:8 Bagaco e arroz tipo 1 2,35cp 0,14
6 3.7 Bagaco e arroz tipo 1 1,89¢pe 0,59
7 4:6 Bagaco e arroz tipo 1 0,80¢ 0,22
8 5:5 Bagaco e arroz tipo 1 0,585¢ 0,38
9 1:9 Bagaco e quirera de arroz 4,42, 0,50
10 2:8 Bagaco e quirera de arroz 4,184 0,28
11 3.7 Bagaco e quirera de arroz 2,48¢ 0,22
12 4:6 Bagaco e quirera de arroz 1,63 0,08
13 5:5 Bagaco e quirera de arroz 1,48g¢ 0,22
14 9:1 Bagaco e farelo de arroz 0,84¢ 0,56
15 8:2 Bagaco e farelo de arroz 0,84¢ 0,21
16 7:3 Bagaco e farelo de arroz 0,86rc 0,41
17 6:4 Bagaco e farelo de arroz 1,48gr 0,33
18 5:5 Bagaco e farelo de arroz 1,98¢ 0,09

(*) Letras diferentes nas linhas indicam que ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de significancia
Fonte: (Préprio autor)

Na Tabela 5.2, também é possivel observar que quando foram utilizadas misturas de
farelo de arroz e bagago, houve aumento da Ce com o aumento da concentracdo de bagaco,

como mostra a Figura 5.1c. Essa elevacdo provavelmente ocorreu em virtude do aumento da
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porosidade do leito, pois quando foi realizado o cultivo apenas com farelo, houve a formacéo
de grandes aglomerados, diminuindo a &rea disponivel para o crescimento do fungo. Assim,
quando o bagaco foi adicionado junto ao farelo, a estrutura do leito foi melhorada e ocorreu
menor ou quase nenhuma aglomeracdo do meio de cultivo, aumentando a area superficial e
melhorando a aeracéo do sistema. Com os dados da Tabela 5.2 foi possivel observar os testes
de cultivo com quirera de arroz, onde o fungo se desenvolveu bem, porém foi nitida a
formacéo de diversos aglomerados, resultando em crescimento e esporulacdo heterogéneos.
Deste modo, quando foi adicionada pequena quantidade de bagaco a quirera, a Ce aumentou,
como demonstra os dados disponiveis na Tabela 5.2. Visivelmente, nos testes em que houve a
adicdo de pouco bagaco junto a quirera, ndo se observou aglomerados de quirera de arroz
durante todo o periodo de cultivo, favorecendo a esporulacgéo e, assim, reduzindo os custos de
producdo de esporos do fungo M. anisopliae IBCB 425.

Figura 5. 1 Curvas de regressao linear da concentragao de esporos (Ce) nas diferentes
proporcdes de bagaco. a) bagaco com arroz; b) bagaco com quirera; ¢) bagaco com farelo.
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Fonte: (Préprio autor)

Existem diversas pesquisas que buscam encontrar um substituto para o arroz tipo 1,
porém ainda nao foi encontrado algum substrato que seja completo como o arroz tipo 1 que é
considerado ideal para o cultivo do fungo, pois possui grande area superficial quando
comparado a alguns substratos e sua estrutura fisica pouco se altera ao longo do cultivo
(DORTA; ARCAS, 1998). Kruger et al., (2014) e (BARRA-BUCAREI; VERGARA:;
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CORTES, (2016) cultivaram o fungo em arroz parboilizado e obtiveram maiores
concentragfes de esporos quando comparado as concentragGes obtidas em arroz tipo 1;
porém, como o valor de arroz parboilizado é maior, revela-se necessario uma avaliacao

econdmica criteriosa para estabelecer a viabilidade de utilizar parboilizado ao invés do tipo 1.

Ibrahim et al., (2015) realizaram o cultivo em arroz parboilizado, trigo e burgul, um
tipo de trigo integral que passou por cozimento, secagem e trituragcdo. Os autores obtiveram as
maiores concentracgdes utilizando burgul, seguido do arroz parboilizado, porém em virtude das
etapas de preparacdo necessarias a obtencdo de burgul, o uso de arroz parboilizado deve ser

competitivo.

5.4. Conclusdo

Nesta secdo, foi possivel concluir que dentre os testes realizados em embalagens
plasticas com diferentes substratos e propor¢des, os melhores resultados foram com arroz e
quirera, porém para as proximas etapas do trabalho a quirera nao foi utilizada. No préximo
topico deste trabalho sera discutido sobre o reuso do substrato e uma das etapas que compde
essa técnica € a retirada dos esporos dos substratos que, por sua vez, geram atritos entre 0s
grdos, fazendo com que, figuem bem quebrados e frageis. Considerando que a quirera é um
subproduto do arroz tipo 1 quebrado, sua utilizacdo para reuso seria complexo e a formacéo
de aglomerados seria inevital, dessa forma nédo se deu continuidade nos testes com quirera de
arroz. Também se conclui que o uso de bagaco em pequenas propor¢des junto ao arroz é
essencial para a esporulagdo do fungo, assim como também ir4 pode auxiliar nos testes de
aumento de escala que serdo discutidos nos proximos topicos deste trabalho, além de evitar a

formacdo de aglomerados de substratos e a compactacao do leito.
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6. PRODUCAO DE ESPOROS DO FUNGO METARHIZIUM ANISOPLIAE
UTILIZANDO COMO SUBSTRATO O ARROZ EM CULTIVOS
CONSECUTIVOS

6.1.Introducao

Nos ultimos anos, 0 uso de produtos microbioldgicos estd aumentando em todo o
mundo, em substituicdo aos agrotdxicos. Na América Latina, os fungos mais utilizados
para controle bioldgico é o Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, respondendo
por mais de 60% deste uso (NISHI; SATO, 2017). M. anisopliae combate mais de 200
espécies de insectos e acaros e a sua aplicacdo no campo deve ser inundativa, exigindo
grandes concentracdes (~ 10'° esporos/ha), a fim de atingir elevados indices de
letalidade, cerca de 85 - 90% (ALONSO-DIAZ et al., 2007; GALINDO-VELASCO et
al., 2015; LOUREIRO et al., 2012; PAULA et al.,, 2000; POLAR et al., 2005;
SCHMIDT et al., 2007).

M. anisopliae é um hifomiceto com micélio hialino e hifas septadas, que podem
ser simples de ramificado (DRIVER; MILNER; TRUEMAN, 2000; HU; LEGER, 2002;
STEINWENDER et al., 2014; WANG; ST. LEGER; WANG, 2016; ZHONG et al.,
2016). Vérias enzimas estdo envolvidas no fendmeno de entomopatogenicidade fungica,
tais como lipases, proteases e quitinases (DRIVER; MILNER; TRUEMAN, 2000;
PEDRINI, 2017; WANG; ST. LEGER; WANG, 2016; ZHONG et al., 2016). No
entanto, pouco é conhecido sobre as enzimas que degradam as fontes de carbono e
nitrogénio dos substratos durante o periodo de cultivo do fungo M. anisopliae.

O substrato mais comum utilizado para a produgdo de M. anisopliae nas
biofabricas é arroz tipo 1, uma vez que proporciona fontes bem equilibradas de
nutrientes, tem grande area superficial e mantém a sua estrutura fisica ao longo do
cultivo. No entanto, o custo deste substrato é elevado, além de ser um elemento
fundamental para a nutrigdo humana; portanto, o conhecimento das causas da boa
adaptacdo deste fungo para este substrato seria para melhorar o uso do proprio arroz e a
busca de substratos mais baratos. Alguns estudos tém explorado 0s requisitos
nutricionais de M. anisopliae, mostrando que as altas concentracbes de fontes de
carbono e de nitrogénio influenciam de maneira positiva 0 crescimento vegetativo do
fungo, enquanto que as fontes deficientes favorecem o desenvolvimento sexual e
consequente produgéo de esporos (IBRAHIM; BUTT; JENKINSON, 2002; RANGEL
et al., 2004; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2008; SHAH; BUTT, 2005). Muitos
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trabalhos tém sido publicados sobre substratos alternativos para o arroz, tais como gréaos
de feijdo, sorgo e trigo (inteiros e quebrados), assim como a farinha de milho e casca de
arroz, mas o arroz, ainda é o substrato mais adequado (BHANU PRAKASH;
PADMAJA; SIVA KIRAN, 2008; DORTA; ARCAS, 1998; KARANJA et al., 2004;
KRUGER et al., 2014; RANGEL et al., 2004). Uma opcdo simples para reduzir os
custos relacionados com o substrato seria 0 uso de arroz em cultivos consecutivos. No
entanto, os poucos trabalhos disponiveis na literatura, realizaram cultivos com o fungo
em arroz apenas duas vezes e eles ndo exploraram 0s mecanismos pelos quais 0
microrganismo assimila os nutrientes (BARRA-BUCAREI; VERGARA; CORTES,
2016; KRUGER et al., 2014).

Este trabalho teve como objetivo, realizar o cultivo do fungo M. anisopliae em
arroz tipo 1 em trés cultivos sucessivos para obter informac6es sobre a cinética das mais
importantes enzimas segregadas pelo fungo, a fim de degradar o substrato em cada
cultivo. Uma anélise detalhada de microscopia dptica foi realizada a fim de verificar a
estratégia de ocupacdo das hifas flungicas no substrato. Os resultados aqui apresentados
serdo de ajuda aos produtores industriais a reduzir significativamente os custos de
producdo de esporos de M. anisopliae e pesquisadores para encontrar substratos

alternativos para substituir o arroz como substrato.

6.2.Materiais e métodos

6.2.1. Mateiriais

M. anisopliae IBCB 425 foi gentilmente cedido pelo Instituto Bioldgico de Sdo
Paulo (Brasil). A cultura da reserva foi mantida a 5°C em tubos de ensaio em batata-
dextrose-agar de meio (PDA) coberto por uma fina camada de 6leo mineral. Para
produzir o inoculo, o fungo foi cultivado a 25°C durante 15 dias com PDA colocados
em frascos de Erlenmeyer. Os esporos foram colhidos adicionando solugdo aquosa de
Tween 80 (0,1%, v/v) no baldo e raspando a superficie do agar para desprendimento dos
esporos. A concentracdo de esporos foi fixada em 10’ esporos por grama de sélidos

secos (GDS) em todos os testes.
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6.2.2. Cultivo do fungo

O cultivo ocorreu em embalagens plasticas de polipropileno ao qual foram
adaptadas com tubos de PVC (5,08 cm de didmetros) na parte superior para permitir
uma aeracao segura. Fios espiral foram colocados no interior das embalagens para evitar
0 colapso da parede e tampdes de algoddo foram inseridos no interior dos tubos, a fim
de permitir trocas gasosas para evitar a contaminacdo exdgena. Se adicionou &gua ao
substrato apds a pesagem, e posteriormente as embalagens com o substratos foram
submetidas por tratamento em autoclave a 121°C durante 35 min. Apos o resfriamento
do material, se adicionou a suspensdo de esporos nas embalagens plasticas dentro do
fluxo laminar para evitar contaminagdes exogenas, seguido pela manipulacdo vigorosa
para homogeneizagdo. O teor de humidade final do substrato em todos os testes foi de
48% (B.U).

Depois de 10 dias de cultivo, uma solugcdo aquosa de Tween 80 (0,1% v/v) foi
adicionada nas embalagens (5 ml de solugédo/gds), seguido de intensa agitacdo durante
50 minutos num banho de vai e vém em 120 ciclos por minuto. A concentracdo de
esporos foi determinada usando um microscopio Optico (40x) e uma camara de

neubauer.

As amostras foram preparadas em diferentes pacotes de plastico e foram
analisados em intervalos de tempo definidas para cada cultivo e analise. A maior parte
das experiéncias foram realizadas com 10 g de substrato (de matéria seca), salvo quando

indicado de outra forma.

6.2.3. Substrato

Como substrato se utilizou arroz tipo 1, adquirido em mercados locais. Trés
cultivos consecutivos foram realizados com a mesma amostra de arroz. O primeiro
cultivo (R1) foi realizada como descrito na sec¢do 2.2. Apos a extracdo dos esporos, 0s
grdos foram drenados e colocados em bandejas de metal (camadas de 2 cm de
espessura) e a secagem foi realizada em forno de convec¢do durante 24 h a 50°C. Apo6s
o arrefecimento ate a temperatura ambiente, 0s proximos dois cultivos consecutivos (R2

e R3) foram realizados como descrito anteriormente.
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Algumas experiéncias foram realizadas adicionando o bagaco de cana de agucar
(BCA) junto ao arroz tipo 1 (proporgdo em peso 1:9, BCA/arroz) a fim de evitar

aglomeracao.

6.2.4. Determinagdes analiticas

6.2.4.1.Concentracdo de amido

Uma vez que o amido é a principal fonte de carbono para a nutri¢do de diversos
fungos, usando o kit amido total Assay Kit (AA / AMG) (Megazyme International Ltd.,
Bray, Irlanda). Para o R1 as amostras foram retiradas em cada 24 horas, enquanto que
para R2 e R3 em 0, 48, 120 e 240 h. Apo0s a extracdo de esporos durante 50 minutos, as
amostras foram drenadas e secas por congelacdo Modulyo (Thermo Fisher Scientific,
Alemanha) durante 12 horas, moido em p6 e peneirado (abertura de 0,5 milimetros).
Deste p6 peneirado, 100 mg de amostra foram alocadas em tubos de vidro, seguido de
adicdo de 0,2 mL de etanol ( 80% v/v) e vigorosamente agitados num agitador de

vortice durante 1 min.

6.2.5. Ensaios enzimaticos

As atividades de amilase total, a-amilase e protease foram determinadas ao longo
dos cultivos em intervalos de 24 h, a fim de compreender como 0 microrganismo
degrada o substrato. As enzimas foram extraidos usando um 0,1 mol L-1 de solucéao
tampdo de acetato de sodio a pH 5,0 e 4°C, com agitacdo vigorosa hum banho de agua
de vai e vém (120 ciclos min-1) durante 4 h. A suspensdo restante foi filtrada utilizando
um pano para conter micélios e outras matérias em particulas. A suspensdo filtrada foi
centrifugada a 149009 a 5°C durante 30 min em uma centrifuga CR22N (Hitachi-Koki,
Téquio, Japao) e o sobrenadante foi filtrado em papel Whatman #1 e o filtrado foi
analisado para a atividade da enzima. Todos 0s ensaios para a determinacédo da atividade
da enzima eram espectrofotométrica.

O método descrito por Noda et al (2001) foi utilizado para a amilase total, que
utiliza amido solivel como substrato para quantificar agtcares redutores liberados pela
atividade da enzima de acordo com o método de Miller (1959). Uma unidade de
atividade da enzima foi descrita como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar

1 mg de amido por minuto da reacéo.
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a - amilase foi determinada utilizando o método descrito Cruz et al. (1997) que
determina a diminuicdo da capacidade de ligacdo entre amido e iodo. Se utilizou como
substrato amido soltvel e uma solu¢do de iodo durante o ensaio. Uma unidade de
atividade da enzima foi descrita como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar
1 mg de amido por minuto da reacéo.

A atividade proteolitica foi determinada pelo método descrito por Alencar et al.
(2003). O substrato utilizado foi azocaseina e uma unidade de atividade da enzima foi
definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar o substrato, a fim de produzir

um aumento na leitura da absorvancia de 0,001 por minuto da reacao.

6.2.6. Acucares redutores

O método de Miller foi utilizado para a determinacdo da concentracdo de agucares
redutores a partir de amostras recolhidas a cada 24 h durante os cultivos (R1, R2 e R3).
Uma vez que a preparacdo do substrato para o0 R2 e R3 se fez necessario o uso da
secagem dos grdos, as amostras foram retiradas a 0, 2, 4, 6, 12, 18 e 24 h para a anélise

de acucares redutores durante o periodo de secagem.

6.2.7. Microscopia Optica

Esta andlise foi realizada com os gréos individuais de arroz tomadas a partir de
amostras cultivadas a intervalos regulares durante os cultivos de R1, R2 e R3. A fim de
fixar o micélio para os gréos, eles foram imersos numa solucdo de paraformaldeido
(4%, w/w), tamponada por fosfato (0,1 mol L-1) a pH 7,2 durante 4 h. Apos a fixacéo,
os graos foram enxaguados com agua da torneira, desidratados em etanol e imerso em
parafina (Histosec, Merck, Darmstadt, Alemanha). Os gréos foram cortados e se utilizou
para tingir as fatias hematoxilina-eosina. As amostras foram analisadas num
microscopio éptico Olympus BX60 (Olympus, Tockio, Japdo) com ampliacdo de 50x e

100x para a maioria das amostras e 200x para algumas amostras cultivadas em 120 h.

6.2.8. Analise estatistica

As comparagdes entre as médias dos diferentes tratamentos foram feitas usando
o teste de Tukey a nivel de confianca de 95% através de Minitab 18 (Minitab Inc., State
College, EUA).
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6.3. Resultados e discussao

Neste trabalho, o arroz foi utilizado como substrato para avaliar a esporulacédo de
M. anisopliae IBCB 425 em trés cultivos consecutivos. A estratégia do microrganismo
de consumo do substrato foi avaliada por meio da concentracdo de agUcares redutores,
concentracdo de amido e atividade das enzimas, durante os periodos de cultivo do

microrganismo (R1, R2 e R3).

6.3.1. Cultivos consecutivos

A Tabela 6.1 apresenta a concentracdo de esporos (C,) para amostras de 10 ¢
(controle) e 400 g (carga tipica utilizada em biofabricas). Uma analise geral revela que é
possivel reutilizar o arroz para cultivar o fungo, embora ocorra diminuicdo na
concentracéo de esporos, comparando do primeiro (R1) para o terceiro (R3) cultivo. No
entanto, a concentracao de esporos foi sempre da mesma ordem de grandeza para cada
cultivo (10® esporos mL-1). Observou-se a formacao de aglomerados para R1 em cargas
de 500 g, que ocasionou um desvio padrdo (DP) maior quando comparada com a carga
de 10 g. O efeito do tamanho da amostra ndo foi semelhante para R2 e R3, uma vez que
a diminuicdo da Ce foi observada para 0 R2 que ndo foi observado para R3. A
aglomeracdo também foi observada para R2 e R3 para ambas as cargas, o que também
levou a um maior DP. Deve-se salientar que o teste de Levene’s indicou homoscedastica
entre as variancias. Cunha et al., (2019) cultivaram M. anisopliae em arroz em
embalagens plasticas de 500 g e também observaram agregacdo do substrato, de forma
semelhante ao Van Breukelen et al. (2011), que cultivou o fungo em muitos substratos

em um biorreator de leito fixo.

Tabela 6. 1 - Concentragdo de esporos (Ce) ap0s cultivo do fungo M. aniopliae em arroz
tipo 1 (R1, R2 e R3) em embalagens plasticas

C. x 10° (esporos mL™)

Carga (9) R1 R2 R3
10 8,05" + 0,07 7,75 +042 447°°+054
400 7,448 + 0,20 55852 +0,27 4,97°°+0,33

(*) Nota: As médias seguidas por diferentes letras maitsculas na mesma coluna e por letras mindsculas na
mesma linha ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey ao nivel de confianca de
95%.

Fonte: (Prdprio autor)
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A fim de minimizar a aglomeracgdo, o bagaco de cana de acucar foi utilizado
como material inerte (propor¢cdo de peso de 9:1 arroz/BCA) e os resultados foram
promissores, como pode ser visto na Tabela 6.2, onde se pode perceber que, para R2 e
R3 a concentracdo de esporos para 0 meio estruturado com BCA foi sempre
significativamente maior do que para testes que continham apenas arroz tipo 1.
Visualmente, ndo foi observado qualquer aglomeragédo para as experiéncias com BCA.
Sene et al.,, (2010) cultivada M. anisopliae em arroz tipo 1 (meio padrdo), arroz
vermelho, arroz tipo 1 suplementado com melaco de cana de acUcar, residuos de
cervejaria e arroz tipo 1 misturados com residuos da fabrica de cerveja (1:1), entre
outros A maior concentracdo de esporos foi obtida com a mistura de arroz/residuo de
cervejaria, uma vez que os autores afirmaram que o residuo forneceu boa estrutura fisica

para o meio.

Tabela 6. 2 - Concentracdo de esporos (Ce) apds cultivo em arroz tipo 1 € em uma
mistura de arroz tipo 1 ¢ bagago de cana-de-agticar (BCA) para os trés cultivos
consecutivos em embalagens de plastico de 400 g

C. x 10° (esporos mL™)

R1 R2 R3
Arroz 7,447 + 0,20 558°°+0,27 4,97°°+0,33
Arroz + BCA 756"+ 0,19 7,00+025 6,11°° + 0,40

(*) Nota: As médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma coluna e por letras minudsculas na
mesma linha ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey ao nivel de confianca de
95%.

Fonte: (Préprio autor)

Barra-Bucarei; Vergara; Cortes, (2016) utilizaram arroz parboilizado para
cultivar M. anisopliae em dois cultivos consecutivos. O arroz foi suplementado com
melacos de beterraba com duas concentracdes (5 e 10%, m/m), e o cultivo foi realizado
em duas temperaturas (22 e 25°C) e dois periodos de tempo (14 e 20 dias). Os
resultados mostraram que a segunda cultura resultou em concentracdes mais elevadas de
esporos e que, a concentragdo do melago néo foi estatisticamente significativa. Kruger
et al., (2014) realizaram o cultivo do fungo M. anisopliae em arroz parboilizado, quirera
de arroz, arroz integral e o arroz branco inteiro, entre outros meios, em dois cultivos
consecutivos e mostrou que a concentracdo de esporos foi semelhante para ambos 0s

cultivos consecutivos quando foi utilizado arroz branco inteiro, enquanto que, para 0s
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outros substratos, se observou decréscimos acentuados a partir do primeiro para o
segundo cultivo.

Em termos de reducdo de custos e residuos sélidos, a reutilizacdo do arroz pode
desempenhar um papel importante na producdo em massa de esporos do fungo M.
anisopliae. Em uma biofébrica tipica brasileira para a producdo de esporos de M.
anisopliae, o arroz € o terceiro maior custo, seguido das despesas de capital e mao de
obra. Portanto, qualquer tentativa de reduzir os custos relacionados com o substrato na
reducdo do preco final dos esporos sera relevante para obtencdo de ganhos maiores.
Deve se ressaltar que, depois de R1, hd uma reducéo de 30% na massa de solidos (base
seca), enquanto que, apds R2 e R3 as reducgdes sdo de 25% e 17%, respectivamente.
Assim, ndo sé uma reducdo de custos deve ser considerada quando se realiza o reuso do
arroz, mas também a reducdo de residuos liberados no meio ambiente. Tendo em conta
os resultados apresentados na Tabela 6.2, cada grama de arroz seco é capaz de produzir
4.2 10° 3.88 10° e 3.39 10° esporos, para R1, R2 e R3, respectivamente, considerando-
se o0 cultivo com o bagaco de cana. Portanto, para uma biofabrica tipica deste processo,
se utiliza cerca de 1 tonelada de arroz por més, a primeira utilizacdo iria resultar em 4,2
10" esporos e 700 kg de sélidos restantes. Apds o segundo uso, 2,71 10" esporos seria
produzido e 545 kg de sélidos, que, apds a terceira cultura iria resultar em 1,77 10%
esporos e 452 kg de residuos. De acordo com as autoridades brasileiras como a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2019) cada 50 kg de arroz tipo 1 tem
um custo de US$ 22,99 a saca; Portanto, se o arroz foi usado apenas uma vez seriam
produzidos, 4,2 10™ esporos a um custo de US$ 459,65. Se o arroz for utilizado em trés
cultivos consecutivos seria gerado, 8.68 10*° esporos; no entanto, se esta quantidade de
esporos for produzida usando arroz em um Unico cultivo, seria necessario uma quantia
de 2.314 kg de arroz que resultaria em um custo de US$1063,97. Com os cultivos
consecutivos é possivel obter cerca de 55% de reducéo nos custos com arroz e 45,5% na
reducdo de residuos liberados no meio ambiente. Obviamente, algumas despesas nao
foram computadas nesta estimativa, como a preparacgao do arroz para os cultivos do R2
e R3, mas certamente lucros expressivos ainda sdo esperados, mesmo se estes custos
adicionais forem considerados.

Assumindo que 2 10" esporos/ha sdo necessarios para eliminar 85% de insectos
Schmidt et al., (2007) e que 0s esporos sao produzidos com arroz em uma Unica

utilizacdo, sendo necessarios 8 kg de arroz/ha. Assim, toda a area de plantacéo tratada
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com esporos de M. anisopliae no Brasil, cerca 3.000.000 ha (IWANICKI et al., 2018),
demandaria cerca de 24,000 ton de arroz a um custo de US$ 11,035,200. Este montante
ndo é expressivo considerando a producdo total de arroz no Brasil que, esta estimado em
cerca de 10,4 milhdes de toneladas, segundo autoridades brasileiras como o Portal de
Informacgdes Agropecuarias (PIA, 2019); No entanto, deve se ressaltar o total de
residuos liberados no meio ambiente, quando se observa o mercado de bioinseticidas
que estd em expansdo, com crescimento em cerca de 70% apenas em 2017 (MAPA,
2019).

Foi possivel observar que, ap6s o primeiro cultivo (R1), os grdos estavam com
uma coloragdo amarelada, como pode ser visto na Figura 6.1a. Acredita — se que, tal
fendmeno tenha ocorrido em virtude da colonizagcdo do fungo sobre os grdos. Apos
secagem a 50°C, os grdos se possuiam uma coloragdo castanho, como apresentado na
Figura 6.2b. Uma das hipoteses para tal coloracdo é que, tenha ocorrido a reaccao de
Maillard entre os agUcares redutores e os restantes aminoacidos do cultivo anterior

(ORDONEZ, 2005), como sera discutido os topicos seguintes.

Figura 6. 1 - Os graos de arroz apos o primeiro cultivo a) antes da secagem; b) depois da
secagem a 50°C durante 24 h.

IS ™
B

Fonte: (Préprio autor)

6.3.2. Adaptacao do fungo nos graos de arroz tipo 1 no R1, R2 ¢ R3

A cinética de degradacdo do amido, de sintese de amilases e proteases e da
liberacdo de acUcares redutores foi determinada para entender como o fungo degrada o
substrato e os resultados sdo apresentados na Figura 6.2 e 6.3 respectivamente.

Conforme mostrado na Figura 6.3, a secrecdo méxima de enzimas amiloliticas, ocorre
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nas primeiras 72 horas de cultivo. Cunha et al., (2019) realizaram a captacdo de CO,
gerada pelo fungo cultivado em arroz longo, utilizando biorreator de bandeja, onde
observaram que, a maior geragdo de CO, ocorre com 72 horas de cultivo, indicando que
neste momento entre o inicio até 72 horas de cultivo, € onde ocorrem as maiores reacoes
quimicas e bioquimicas para o desenvolvimento do fungo nos grdos do R1. Em termos
de desenvolvimento do microrganismo, inicialmente ocorre quebra da dorméncia dos
esporos, com consequente germinacao e a polarizagdo das hifas, denominada de fase lag
ou de adaptacdo. Nesta fase, € importante que haja fontes de carbono facilmente
assimilaveis, como carboidratos de baixo peso molecular para que ocorra o
desenvolvimento do fungo. Como mencionado anteriormente, a partir do processo de
moagem, alguns materiais de superficie sdo liberados e permanecem como poeira nos
grdos de arroz. Dentro desses materiais, 0 amido representa cerca de 85% (L.i et al 2019
- lavagem de arroz). Além disso, é possivel que os grdos de arroz cru contenham
proporcado significativa de outros carboidratos de baixo peso molecular que possam ter
sido gerados por danos fisicos nos granulos de amido resultantes do processo de
moagem. Essa sugestdo corrobora com os resultados apresentados na Figura 6a, onde
foi possivel observar uma atividade expressiva da amilase total. Aqui, esse resultado
provavelmente atribui a atividade da enzima glucoamilase, uma vez que esta enzima
hidrolisa os carboidratos de baixo peso molecular (por exemplo, maltose) e
provavelmente deve estar atuando nos materiais de superficie presentes nos graos de
arroz. A amilase total relatada aqui € um ensaio de amido-iodo que mede a quantidade
de amido degradado para determinar a atividade da a-amilase e glucoamilase. A enzima
a-amilase ataca preferencialmente ligacbes a-1,4 nas regides internas do substrato de
cadeia longa, catalisando uma liberacdo de oligodextrinas. A glucoamilase ja €
responsavel pela liberacdo de produtos de baixo peso molecular (por exemplo, glicose,
maltose) de substratos de cadeia longa ou cadeia curta (Machado de Castro et al. 2018).
Além disso, neste estudo, a atividade da a-amilase também foi determinada a partir da
quantidade de acgucares redutores pelo ensaio DNS (Figura 6.3a). No entanto, 0s
resultados da atividade da a-amilase permaneceram constantes durante todo o tempo de
cultivo. Neste caso, poderiamos sugerir que o crescimento do fungo em grédos de arroz
em R1 foi estimulado principalmente pela hidrolise de amidos livres e outros
carboidratos de baixo peso molecular via enzima glucoamilase. Assim, enguanto o

fungo secretava as enzimas amiloliticas e hidrolisavam a fracdo amilacea dos grdos de
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arroz, havia também um aumento nos produtos de hidrolise, ou seja, um aumento no
teor de agucares redutores (Figura 6.3a), apresentando uma tendéncia de consumo de
amido e geracdo de produtos, tal fendmeno € observado em dois momentos do R1, com
72 horas e 120 horas de cultivo, indicando que durante o periodo de cultivo ocorre o
esgotamento de fontes nutricionais de preferéncia do fungo, necessitando secretar
enzimas, para atacar o substrato e assim, gerar produtos de sua preferéncia. Daryaei et
al., (2016) relatam que o fungo utiliza nos substratos nutrientes de preferéncia e que
somente utiliza outros componentes presentes no substrato quando ocorre o

esgotamento das fontes nutricionais de preferéncia.

Figura 6. 2 - Cinética de degradagdo do amido dos graos de arroz pelo fungo M.
anisopliae IBCB 425: a) R1; b) R2; ¢) R3
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Figura 6. 3 - Cinética da atividade de amilase, amilase total e de protease e de liberagao
dos acucares redutores durante a) primeira cultivo do arroz (R1), b) segundo cultivo
(R2), c) terceiro cultivo (R3) e d) durante o periodo de secagem apos R1 e R2.
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Por outro lado, em R2 foi possivel observar que a degradacdo dos amidos
provavelmente é constante (Figura 6.2b), apenas 1% durante todo o tempo de cultivo.
Da mesma forma, houve uma reducdo nas atividades enzimaticas e acUcares redutores
no cultivo de R2 (Figura 6.3b) quando comparado ao R1. Esses resultados sugeriram
que no R2 o fungo M. anisopliae IBCB 425 tinha capacidade de crescer em outra fonte
de energia que nfo o amido. E possivel que, mesmo na presenca de amido, ele tenha
utilizado &cidos organicos para o crescimento e tenhamos uma explicacéo plausivel para
esse comportamento do perfil. Nossa hipotese é que o fungo utilizou o contetdo
remanescente de proteina de R1 como fonte de energia em R2. Li et al 2019
identificaram alguns componentes dos materiais de superficie do arroz e os autores
observaram que além do amido, a superficie dos grdos de arroz também contém até
cerca de 36,1% do conteido de proteinas. E possivel que, durante o procedimento de

extracdo de R1 seguido de secagem e autoclave para preparar o substrato para R2,
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houve uma quebra no conteddo dessas proteinas liberando alguns peptideos e
amino&cidos para o cultivo de R2. Murad et al. 2008 realizou a anélise protedmica das
secrecBes enzimaticas envolvidas no metabolismo fungico de carboidratos/nitrogénio de
M. anisopliae na presenca da praga de insetos Callosobruchus maculatus. Os autores
identificaram varias enzimas proteoliticas, incluindo a enzima metionina-gama-liase,
que esta envolvida na via metabdlica de quebra de aminoéacidos e pequenos peptideos
em metanodiol mais 2-oxobutanoato. Esses metabolitos sdo seguidos por uma sequéncia
complexa de reacdes para produzir succinil-CoA e, portanto, o ciclo do 4cido
tricarboxilico. E possivel que em R2 a superficie dos grdos de arroz contenha alguns
peptideos e aminodcidos livres que foram utilizados por M. anisopliae durante o
crescimento. Se a hipdtese estiver correta, aléem da protease, os fungos também
secretavam outras enzimas envolvidas na quebra de aminoacidos e pequenos peptideos,
como a metionina-gama-liase. Dentro de algumas moléculas intermediarias produzidas
nessa sequéncia de reacOes até a producédo de succinil-CoA, ha também as moléculas de
CO2 liberadoras (GENESAN e WEIMER, 2017). De fato, essa abordagem parece fazer
sentido com outros resultados obtidos de respirometria (CO2). Medidas indiretas da
quantidade de biomassa gerada durante o periodo de cultivo através de dados de
respirometria (CO2), com o uso de biorreator de leito empacotado (dados apresentados
no préximo topico), demonstraram que o fungo se desenvolve de maneira distinta em
cada uso do substrato. Para 0 R1, obtém-se 0 maximo de concentracdo de CO2 com 72
horas de cultivo (2,32 moles), para 0 R2 com 42 horas (6,47 moles) e para 0 R3 com 48
horas (2,61 moles). Neste estudo, o metanodiol foi supostamente obtido a partir de
aminoacidos desaminados, mas também € o produto de enxofre geralmente relatado pela
decomposicdo da metionina. Ruiz Herrera e Starkey (1969) mencionaram que muitos
microrganismos, incluindo diversas bactérias e actinomicetos, além de fungos atacam a
metionina, mas ndo conseguem usa-la como substrato para o crescimento. Enquanto
iSs0, 0S mesmos autores também mencionaram que alguns fungos necessitavam de uma
fonte de energia utilizavel, como a glicose para o crescimento, ou seja, faziam co-
dissimilagcdo. Provavelmente, esse foi o0 modo utilizado pelo M. anisopliae durante o
cultivo de R2, ou seja, ele metabolizou uma pequena quantidade de glicose do amido,
como mostrado nas Figuras 6.2b e 6.3b, no entanto, utilizou os peptideos e aminoacidos

remanescentes de R1 como fonte de carbono e nitrogénio para o crescimento em R2.
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No R3 foi possivel observar que, uma pequena fragdo dos amidos foi degradada
(Figura 6.2c), apenas 1% de degradacdo, semelhante ao R2. Por outro lado, o perfil de
atividades enzimaticas e agucares redutores liberados pelo R3 permance proximo ao R1.
Neste estudo, os grdos de arroz foram autoclavados trés vezes consecutivas com uma
umidade de 45%. Esse teor de umidade ndo € capaz de gelatinizar os granulos de amido
dentro dos grdos de arroz. Enquanto isso, € possivel que durante os dois primeiros
aquecimentos (autoclave R1 e R2) os grdos de arroz absorvam um pequeno teor de
agua, levando a uma pequena expansao dos granulos de amido presentes na superficie
dos gréos de arroz. Além disso, é possivel que esses granulos de amido tenham sido
gradualmente gelatinizados durante as trés esteriliza¢cbes consecutivas e no R3 as
moléculas de amilose e pequenas amilopectinas no interior dos granulos de amido
foram lixiviadas e, assim, concluindo o processo de gelatinizacdo dos granulos de
amido presentes em a superficie dos graos de arroz. De acordo com Tester e Morrison
1990, mencionou que a amilose é considerada o principal componente lixiviado que
poderia formar uma rede tridimensional durante a retrogradacdo. Mais recentemente, Li
et al. 2017 identificou e caracterizou as quantidades e caracteristicas estruturais
moleculares do amido lixiviado de grdos de arroz durante o cozimento. Os autores
estudaram os gréos de 12 variedades de arroz cozido e os autores observaram que, em
gréos longos de sunrice, o teor de amilose lixiviada pode atingir 44% do amido
lixiviado total. O maior conteudo de amilose lixiviada no R3 poderia justificar um
ligeiro aumento na atividade da a-amilase por M. anisopliae durante o cultivo de R3
(Figura 6.3c). Como mencionado anteriormente, esta enzima ataca preferencialmente
ligagdes a-1,4 nas regides internas do substrato de cadeia longa, isto é, longas cadeias
de amilose. Ao mesmo tempo, libera oligodextrinas a serem atacadas pela glucoamilase
(representada pela atividade total da amilase), levando a um aumento nos aglcares
redutores, como mostra a Figura 6.3c. Além disso, no R3 houve um ligeiro aumento da
atividade da protease, ou seja, neste cultivo o fungo M. anisopliae também utilizaram o
teor de proteinas como fonte de carbono e nitrogénio para crescer. De fato, essa
abordagem parece fazer sentido com os resultados obtidos pela respirometria (CO2),
onde é possivel observar uma producdo intermediaria de CO2 em R3 do que asde Rl e
R2, que tém seu cultivo suportado basicamente amido e proteina, respectivamente.

A enzima protease durante os periodos de cultivo (R1, R2 e R3), permaneceram

praticamente constantes por todo periodo de cultivo, indiferente do uso, porém na
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maioria das vezes estava em oposi¢do a atividade da amilase total. Durante o periodo de
secagem a atividade da enzima protease permaneceu constante, diferindo das enzimas

amiloliticas.

6.3.3. Cinética de esporulag¢do do fungo para R1, R2 e R3

Para entender se existe alguma alteracdo no desenvolvimento do fungo M.
anisopliae IBCB 425 no uso da técnica do reuso do arroz tipo 1, realizou a cinética de
esporulacdo do fungo para o R1, R2 e R3. Na Figura 6.4a é apresentada a cinética de
esporulacdo do fungo M. anisopliae para 0 R1, R2 e R3 e a Figura 6.4b séo
apresentadas as concentracdes de producdo de esporos diéaria, onde se realizou a
contagem didria menos a contagem do dia anterior para obter a producdo de esporos
diaria durante o periodo de cultivo.

De acordo com a Figura 6.4a se observa uma tendéncia na cinética de esporulacdo
do fungo M. anisopliae para o0 R1 e R3. Para 0 R2 obteve-se um perfil com aumento da
concentracdo de esporo constante, sem oscilacdes durante o periodo de cultivo, modelo
semelhante ao obtido para a sintetizacdo das enzimas para o R2 (Figura 6.3b), onde a
sintetizacdo de enzimas ocorreu em menor intensidade, quando comparado aos reusos e
ndo obtendo aumentos ou declinios expressivos durante o cultivo. Entretanto, também
se observa que a menor concentracdo de esporos obtida foi para 0 R2 e embora a
cinética obtida tenha menores oscilacdes, foi a que se obteve menor concentracdo de
esporos no final do cultivo. Esse perfil pode ser atribuido a via metabdlica usada por M.
anisopliae durante o crescimento. Como mencionado anteriormente, em R2, o problema
dos fungos utilizou a fracdo protéica como fonte de carbono e nitrogénio durante o
cultivo. Ja se sabe que os carboidratos sdo as fontes primarias de energia e carbono para
0 microrganismo majoritario durante seu crescimento. Além disso, também é sabido que
nas bactérias do acido latico (LBA) a capacidade de formar coldnias em meio sélido é
perdida no inicio da iniciacdo de carboidratos (STUART et al., 1999) e pelo menos
esses microrganismos sdo capazes de usar fontes alternativas de carbono , como
aminoacidos para energia, é usado para a sintese de proteinas e biomeléculas, e ndo para
a geracdo de massa celular (GANESAN et al., 2007). Neste estudo, levanta-se a
hipbtese de que, no crescimento de R2 M. anisopliae, usando pequenos peptideos e
aminoacidos como fonte de carbono, isso leva a uma diminui¢do da producdo de
micélio apds uma diminuicdo na producéo de esporos. As oscilacBes observadas no R1

e R3, se deve ao fato do esgotamento de fontes nutricionais de facil acesso ao seu
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desenvolvimento. Nos topicos anteriores, isso foi bem explorado, e sabe que no R1,
principalmente, o fungo tem dois grandes momentos de transformacdo de amido em
nutrientes de facil acesso (72 horas e 120), demonstrando que a esporulacdo do fungo
ndo deva ser constante por todos os dias de cultivo, pois o fungo precisa metabolizar o
substrato para dar continuidade no seu desenvolvimento. Ja no R2 isso ndo ocorre, pois
segundo conclusdes firmadas no topico anterior o fungo se encontra em situagao
favoravel, ndo sendo necessarios grandes sintetizaces do substrato durante o periodo de
cultivo.

Na Figura 6.4b se obtém a esporulacéo diaria do fungo para o R1, R2 e R3, onde se
observa que a esporulagdo ocorre de maneira heterogénia entre 0os usos dos gréos,
demonstrando novamente que o fungo se desenvolve de maneira distinta em cada uso
dos gréos. Estatisticamente para o R1 os dias de maior esporulacdo ocorrem entre o 3-4
dia, para o R2 3-5 dia e para o R3 o0 maior dia de esporulacédo € o 4. Esse resultado esta
de acordo com as hipoGteses mencionadas anteriormente, uma vez que isso pode ser
atribuido a via metabolica utilizada por M. anisopliae durante o crescimento. Liu et al.,
2008 mencionaram que a degradacdo da metionina pode ser uma das maiores vias
metabolicas do catabolismo da metionina em alguns microrganismos do queijo.
Também se observa que quando se realiza o reuso do substrato a esporulacéo ocorre de
maneira mais acelerada, quando comparada com o R1, onde o fungo necessitou se
adaptar, sintetizar e se desenvolver como foi amplamente discutido no Tépico 6.3.2. Ja
para 0S reusos esses fendbmenos sdo acelerados, uma das hipoOteses € as fontes
nutricionais disponiveis nos grdos no R2 e R3, pois quando o fungo encontra fontes
nutricionais de preferéncias seu desenvolvimento pode ser acelerado, em virtude do
encurtamento do processo de adaptacdo e metabolizacdo do substrato (DARYAEI et al.,
2016).

Issaly et al., (2005) realizaram um estudo para encontrar a melhor condicdo de
cultivo submerso do fungo M. anisopliae variando em propor¢des C:N (Carbono e
Nitrogénio), com a melhor condigdo encontrada que foi na proporcdo de 1:6 de C:N
realizaram a cinética de esporulacdo do fungo M. anisopliae através do mesmo tipo de
cultivo, onde encontraram um perfil de esporulagdo em funcédo do tempo parecido ao
encontrado neste trabalho, entretanto aqui o cultivo durou 240 horas e os autores
paralisaram o cultivo com 196 horas de cultivo obtendo concentracdes 1,2x10°. Sun;

Fuxa; Henderson, (2002) realizaram o cultivo do fungo M. anisopliae em cupins para
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que apds a morte dos insetos obtivessem a cinética de esporulacdo do fungo durante 11
dias e os autores obtiveram porcentagens diérias de producdo de esporos proximas as
obtidas neste trabalho, demonstrando que o desenvolvimento do fungo nos insetos e nos

gréos de arroz tipo 1 sao parecidos.

Figura 6. 4 - Cinética de produgdo de esporos produzidos pelo fungo M. anisopliae
IBCB 425 no R1, R2 e R3: a) somatoério; b) producao diaria.
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6.3.4. Analises de microscopia optica para os graos do R1, R2 e R3

Neste estudo, as manchas de hematoxilina e eosina foram utilizadas na analise
microscopica para observar como os fungos se desenvolvem nos grdos de arroz. A
hematoxilina tem uma cor azul-purpura profunda e mancha acidos nucleicos mostrando
detalhes intranucleares claros, enquanto a eosina é rosa, mancha o citoplasma celular e
proteinas de maneira inespecifica. Em um tecido tipico, os nicleos sdo corados em azul,
enquanto o citoplasma e a matriz extracelular tém graus variados de coloracdo rosa

(FISCHER et al., 2008). No presente estudo, provavelmente o azul da mancha é
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atribuido as hifas de M. anisopliae, devido a presenca do nucleo em seus corpos hifos
septados (BECHARA et al. 2011). Por outro lado, a mancha rosa pode ser atribuida aos
componentes dos graos de arroz. As células do endosperma do arroz tém paredes finas e
sdo amiloplastas contendo granulos de amido. Além disso, as duas camadas celulares
mais externas dos grdos de arroz sdo ricas em proteinas e lipidios e possuem
amiloplastos menores e granulos compostos de amido (ZHOU et al. 2002). As analises
microscopicas foram realizadas nas amostras 0, 48, 120 e 240 horas de cultivo do R1,
R2 e R3. Apos as analises iniciadas, foi necessario realizar algumas analises com
aumento maior nas 120 horas do R1, R2 e R3 para comprovar algumas questdes
relacionadas ao desenvolvimento de fungos nos gréos.

A Figura 8 mostra as micrografias pticas no primeiro uso (R1). As 0 horas foi
possivel observar apenas manchas cor de rosa, ou seja, componentes de gréos de arroz.
E provavel que desta vez ndo tenha sido suficiente para os esporos germinarem e 0s
fungos colonizarem a superficie dos graos de arroz. Entretanto, as 48 e 120 horas, foi
possivel observar a mancha azul ao redor da superficie dos grios de arroz. E possivel
que esse material seja a hifa fangica M. anisopliae. Esses resultados corroboram com a
hipdtese mencionada anteriormente, ou seja, os fungos cultivados na superficie dos
grdos de arroz. Além disso, na Figura 6.5 as 120 e 240 horas foi possivel observar
algumas linhas em azul manchado dentro do grdo de arroz. E possivel que durante a
preparacdo do substrato solido (por exemplo, processo de autoclave) o material tenha
sofrido alguma ruptura que foi colonizada por M. anisopliae durante o cultivo. Schrank;
Vainstein, (2010) realizaram andlises de microscopia eletrdnica, demonstrando a
diversidade de linhagens do fungo M. anisopliae onde os autores concluiram que o
fungo pode apresentar diferentes tamanhos de esporos variando a linhagem do fungo e
observaram o desenvolvimento do fungo no hospedeiro. Apds 72 horas da adesdo do
esporo sobre a cuticula do hospedeiro, 0s autores observaram desenvolvimento do
fungo bem parecido aos obtidos com 48 horas de cultivo no arroz tipo 1, demonstrando
que o desenvolvimento do fungo na superficie do arroz é parecido com o
desenvolvimento do fungo nos hospedeiros.

De acordo com a Figura 6.5, com 120 horas de cultivo, fica nitido o crescimento
e desenvolvimento do fungo no grdo, com o aumento da quantidade de hifas presente no
grdo. Observa-se que as hifas crescem por toda a superficie do grdo (Figura 6.5 —a —

120 horas), demonstrando que quanto maior for a area superficial do s6lido, maior sera
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0 crescimento do fungo, e que existem diversas hifas penetrando o gréo (Figura 6.5 —Db
— 120 horas). Com 120 horas de cultivo, no endosperma do gréo existe muito material
proteico (manchas avermelhadas no meio do endosperma), o qual consiste em material
hidrolisado pelas enzimas proteazes produzidas pelo fungo M. anisopliae IBCB 425
durante o periodo de cultivo. Quando se observa a atividade da enzima protease em 120
horas (Figura 6.3a) constata-se que a enzima possui alta atividade nesse periodo,
demonstrando que neste momento ocorrem conversdes de nutrientes dentro do gréo.
Algumas manchas avermelhadas também podem ser observadas na superficie do gréo
entre as hifas e a cuticula com 120 horas do R1, demonstrando que o fungo realiza a
secrecdo de diversas enzimas que efetuam a conversdo do meio, para que o fungo tenha
nutrientes disponiveis para o seu desenvolvimento. Leemon; Jonsson, (2012) realizaram
analises de microscopia eletrbnica e optica em carrapatos e moscas varejeiras
parasitados com o fungo M. anisopliae, para entender como ocorre 0 desenvolvimento
do fungo sobre os hospedeiros. Com as imagens 0s autores puderam demonstrar o
momento do rompimento da cuticula do inseto e assim a entrada das hifas do fungo no
artropode. Também concluiram que com 80 horas de cultivo foi possivel verificar uma
alta massa de hifas sobre o artrpode, assim como verificado nas imagens apresentadas
neste trabalho com 48 e 120 horas de cultivo em ambos os cultivos. Entretanto, para o
crescimento do fungo sobre as moscas nao foi possivel observar esporos germinativos, a
conclusdo foi que o fungo penetra pela boca das moscas e tem seu crescimento interno,
diferenciado do crescimento em carrapatos e do arroz tipo 1 como demonstrado neste
trabalho (Figura 6.5, 6.6 e 6.7), demonstrando que o desenvolvimento do fungo nem
sempre serd igual e sim dependera de fontes nutricionais disponiveis encontradas para
seu desenvolvimento.

Com 240 horas de cultivo a quantidade de hifas presentes na superficie do gréo
diminui drasticamente, como pode ser visto na Figura 6.5 (Figura 6.5a — 240 horas).
Isso pode ocorrer em virtude da falta de nutrientes, visto que o fungo cresce na
superficie e o micélio se espessa e, dessa forma, a difusdo de nutrientes do interior do
grdo até sua superficie e depois através da camada de micélio é limitante e ndo fornece
0S nutrientes necessarios a manutencao das coldnias superiores. Outra dificuldade, que
as hifas podem encontrar nesse periodo, é para que ocorra aeracao na regido entre a
superficie dos grdos e as hifas, pois como ocorre o crescimento de hifas sobre hifas, as

inferiores possivelmente ficam sem oxigenagéo.
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Figura 6. 5 - Imagens de microscopia Optica dos graos de arroz utilizados pela primeira
vez para cultivo do fungo M. anispliae IBCB 425:a)imagem geral do grio; b)superficie
do grao; ¢) endosperma do grao.

@ Primeiro Uso (R1)

48 Horas 0 Horas

120 Horas

240 Horas

Fonte: (Préprio autor)
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Ao contrério de R1 as 0 horas, as micrografias dpticas da segunda utilizacdo (R2) da
Figura 6.6 (0 horas) mostraram manchas azuis na superficie dos grdos de arroz.
Provavelmente sdo as hifas flangicas remanescentes de R1. Na Figura 6.6 sdo
apresentadas imagens dos grdos do R2, onde é possivel observar que o fungo néo
penetra 0s graos, crescendo apenas em sua superficie. Isso fica explicito nas imagens
para 48 e 120 horas de cultivo (Figura 6.6), uma vez que no endosperma ndo Sado
observadas hifas. Na figura 6.8 onde sdo apresentadas imagens do endosperma e da
superficie do grao para o R1, R2 e R3 com 120 horas de cultivo com aumento de 200x
esse fendmeno fica mais visivel, onde é possivel observar que nas granulos de amido
dentro do endosperma do gréo de arroz ndo é observada a presenca de hifas ou esporos
do fungo para o R2 e R3, diferenciando do R1 que € possivel observar grande
quantidade de hifas dentro e fora dos granulos de amido dentro do endosperma do grao.
Esse crescimento na superficie também demonstra que de alguma forma existiam os
nutrientes em concentracdo suficiente na superficie do grdo para o desenvolvimento
inicial do fungo M. anisopliae IBCB 425. Segundo Jabor et al., (2009) o fungo M.
anisopliae ndo é exigente para que ocorra seu desenvolvimento quanto a questdes
nutricionais, pois os autores realizaram o cultivo do fungo utilizando diversas fontes de
carbono como: glicose, glicerina, levulose, maltose, sacarose e quitina, e observaram
que, pequenas quantidades de carboidratos eram suficientes para o desenvolvimento do
fungo, demonstrando que as pequenas fracdes de carboidrato presentes na superficie dos
grdos aqui apresentados, ja seriam suficientes para que ocorresse o desenvolvimento do
fungo sobre a superficie dos grdos. Os autores ainda relatam em suas pesquisas sobre a
influéncia nutricional no crescimento e esporulacdo do fungo que meios ricos em
nutrientes se obtém altas taxas de crescimento em hifas, e ndo de esporos e meios
intermediarios, com poucos nutrientes e baixas fontes de carbono favorece a
esporulacdo do fungo, explicando os resultados de esporulacdo obtidos neste trabalho
para 0 R2 e R3 (Tabela 6.2), onde é provavel que existisse baixo teor de nutrientes na
superficie dos grdos. Ressalte-se que o tamanho das particulas era menor no R2, como
se pode constatar comparando-se as Figuras 6.5 e 6.6, pois antes de cada uso do
substrato ocorrem lavagens dos grdos danificando a estrutura dos mesmos. Outro efeito
modificador da estrutura do gréo é que, como o fungo se desenvolve, ocorre a conversao
do substrato em biomassa fungica, CO, e &gua. Com a diminui¢do da particula, as

distdncias a serem percorridas pelos nutrientes por difusdo no interior do grdo
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diminuem, tornando eficiente a nutri¢do do microrganismo. De forma similar ao R1 dos
grdos, ao final do cultivo do R2 a concentracdo de hifas nos ultimos dias de cultivo

também diminuiu.

Figura 6. 6 - Imagens de microscopia 6tica dos graos de arroz utilizados pela segunda
vez para cultivo do fungo M. anispliae IBCB 425: a)imagem geral do grao; b)superficie
do grao; c) endosperma do grao.

@ Segundo Uso (R2)

48 Horas 0 Horas

120 Horas

240 Horas

Fonte: (Préprio autor)
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Para o R3 (Figura 6.7), o desenvolvimento do fungo nos grédos é semelhante ao
R2, porém, se observa que os grdos apresentam mais fissuras e aumento da &rea
superficial. Consequentemente, mais hifas foram observadas nestas areas, ou seja,
demonstrando mais uma vez que, quanto maior a area superficial do grdo maior sera o
crescimento do fungo. Também é possivel observar pela Figura 6.7 que, no momento
inicial do cultivo, (Figura 6.7 —a — 0 horas) existem na superficie do grdo diversos
borres avermelhados, que provavelmente consistem de material proteico proveniente
de hifas e enzimas remanescentes do cultivo anterior, demonstrando que mesmo com as
lavagens dos gréos, parte consideravel de material proteico fica retido nos gréos. Oli et
al., (2014) relatam que quase toda a proteina presente no gréo de arroz fica presente na
superficie do grdos e que dentro dos grdos de arroz, exista apenas amido que muitas
vezes nao é totalmente gelatinizado no centro do graos, em virtude da disponibilidade
de agua, pois a difusividade da agua do gréo é baixa. Quando se observa as atividades
das enzimas durante o periodo de secagem dos grédos (Figura 6.3d) é possivel confirmar
essa hipotese, pois durante o periodo de secagem a enzima protease permaneceu ativa
durante todo o periodo de secagem. De Melo et al., (2007) realizaram analises de
microscopia eletrénica sobre pulgas infectadas com o fungo M. anisopliae e Beauveria
bassiana onde foi possivel observar que com 96 horas apds a aderéncia dos esporos na
cuticula das pulgas houve um grande aumento na quantidade de hifas na superficie das
pulgas analisadas, demonstrando mais uma vez que o fungo tem seu maior crescimento
sobre a superficie dos hospedeiro e afirmando o que foi observado neste trabalho que, o
fungo M. anisopliae tem seu maior crescimento ou quase todo na superficie dos graos e
quando possivel penetra a cuticula do grdo em busca de nutrientes.

N&o foram encontrados trabalhos que realizaram analises de microscopia para
entender como o fungo se desenvolve no substrato ou da preferencia do fungo por este
substrato, apenas pesquisas que visam entender como o fungo se desenvolve nas pragas
(desenvolvimento esse que causa a muscardine verde ou fenbmeno de
entomopatogenicidade). Mediante ao conhecimento adquirido com tais analises, sera
possivel encontrar um substrato que possua caracteristicas parecidas com o arroz tipo 1
ou ainda otimizar o reuso do substrato, atraves de suplementacdo do substrato, para que,
se obtenha esporos com alta viruléncia em menos tempo e com maior concentragao por

grama seca de substrato.
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Figura 6. 7 - Imagens de microscopia Otica dos graos de arroz utilizados pela terceira
vez para cultivo do fungo M. anispliae IBCB 425: a)imagem geral do grao; b)superficie
do grdo; c) endosperma do grao.

@ Terceiro Uso (R3)

0 Horas

48 Horas

120 Horas

240 Horas

Fonte: (Prdprio autor)
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Figura 6. 8 - Imagens de microscopia Otica dos grdos de arroz no R1, R2 e R3 no momento de
120 horas com aumento de 200x para a superficie e endosperma dos graos.
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Fonte: (Préprio autor)

6.4.Conclusao

O Objetivo principal desta se¢do era conseguir realizar o reuso do substrato e este
objetivo foi alcangado, demonstrando que, com a implementacdo do reuso do substrato nas
biofébricas é possivel gerar economia e diminuir a quantidade de residuos liberados no meio
ambiente. Impactando diretamente no preco e lucro final dos esporos produzidos em
biofabricas.

Lucas Portilho da Cunha



62

6. Produgéo de esporos do fungo Metarhizium anisopliae utilizando como substrato o arroz em cultivos consecutivos

Para um futuro aumento de escala utilizando biorreatores também se observou que seria
necessario a inclusdo de bagaco de cana-de-agucar jutno ao substrato na proporcdo de 9:1
(arroz?bagaco) para diminuir os impactos com compactacdo do leito e formacgdo de
aglomerados o que, sera possivel discutir e analisar com os testes do proximo topico, onde
serdo discutidos sobre testes de ampliagdo de escala utilizando biorreatores de leito
empacotado utilizando a técnica de reuso do substrato.

Com as andlises analiticas (degracao de amido, atividades de enzimas e concentracao de
acucares redutores), foi possivel observar que o fungo se adapta de maneira heterogénea a
cada uso do substrato. Também se observou que a maior degracdo do amido ocorre no R1,
sendo degrado cerca de 20%, enquanto que nos R2 e R3 a degradacdo foi cerca de 1%.

Com a cinética de esporulacdo de se observou que o fungo possui uma tendéncia de
esporulacdo parecida no R1 e R3, ja 0 R2 apresentou caracteristicas distintas, apresentando a
menor concentracdo de esporos final. Quanto a esporulacéo diaria, se observou que nos R2 e
R3 o fungo tem a esporul¢ao diaria logos nos primeiros dias, enquanto que no R1 o fungo
demora um pouco mais para esporular.

Com as analises de microscopia éptica foi possivel observar que o fungo no R1 penetra
0s grdos e que suas hifas penetram as células vegetais e seu crescimento ocorre sobre a
superficie e dentro dos grdos, porém para 0 R2 e R3 as hifas ndo penetram 0 grdo e o
crescimento do fungo ocorre apenas na superficie do grdo.
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7. CULTIVO DO FUNGO METARHIZIUM ANISOPLIAE IBCB 425
UTILIZANDO BIORREATOR DE LEITO EMPACOTADO E
REALIZANDO O REUSO DO SUBSTRATO ARROZ TIPO 1

7.1.Introducéo

O fungo Metarhizium anisopliae tem se tornado uma ferramenta para realizar o
controle biologico de diversas espécies de pragas presentes nas lavouras. Ja existem
registros de que o fungo M, anisopliae combate cerca de 200 espécies de pragas
(SANTOS et al., 2017). Segundo a consultoria Dunham Trimmer - International Bio
Intelligence (DT, 2019) até 2025 o mercado de biocontrole deve movimentar cerca de
10 bilhdes de ddlares no mundo. Segundo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Brasil (MAPA, 2019), houve crescimento de cerca de 70% no uso de
bioinseticidas no pais em 2018, sendo tratados cerca de 3 milhdes de hectares com M.
anisopliae para controle da cigarrinha das raizes de cana-de-aclcar, Mahanarva
fimbriolata (IWANICKI et al., 2018; MAPA, 2019; NISHI; SATO, 2017).

Entretanto, no Brasil, a producdo de esporos de M. anisopliae ocorre de maneira
semi-artesanal na maioria das biofabricas, com muitas etapas manuais, resultando em
altos indices de contaminacdo exdgena e baixa produtividade. Como substrato, utilizam
arroz tipo 1 e o cultivo ocorre em embalagens plasticas de até 500g (MASCARIN et al.,
2018). Segundo Dalzoto; Uhry, (2009) as empresas necessitam padronizar a producao
de esporos para garantir alta produtividade e letalidade, pois as concentracGes de
esporos variam entre 10** e 10" esporos/h4, dependendo da praga alvo, com cerca de
85-90% de letalidade. Por falta de padronizacdo, algumas empresas recomendam a
aplicacdo de 500 g da mistura de arroz e esporos por hectare, enquanto para outras a
recomendacdo é de até 10 kg. Considerando o pior cenario, seria necessario cerca de 10
kg de arroz cultivado com o fungo por hectare, ou seja, para atender a demanda do
Brasil, seria necessario cerca 30 milhdes de quilos de arroz, demonstrando a
necessidade de desenvolver processos controlados para a producéo industrial de esporos
do fungo M. anisopliae (DALZOTO; UHRY, 2009; JARONSKI; JACKSON, 2012;
MENDEZ-GONZALEZ; LOERA; FAVELA-TORRES, 2018; SCHMIDT et al., 2007;
T.JARONSKI, 2014).

O arroz é o substrato mais empregado no cultivo de M. anisopliae, pois possuli

nutrientes facilmente assimiléveis pelo microrganismo e em altas concentracGes, tem
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grande &rea superficial e mantém sua estrutura fisica ao longo do cultivo (BHANU
PRAKASH; PADMAJA; SIVA KIRAN, 2008; DORTA; ARCAS, 1998; KARANJA et
al., 2004; KRUGER et al., 2014; RANGEL et al., 2004). No entanto, o arroz é um dos
maiores custos de producdo dos esporos, de modo que uma das alternativas para
reducdo de custos seria a reutilizagdo do substrato em cultivos sucessivos. Entretanto,
poucos estudos foram publicados na literatura reutilizando o arroz, os quais o
cultivaram apenas duas vezes consecutivas, ambos em embalagens plasticas, sendo 0s
resultados similares para ambos os cultivos (BARRA-BUCAREI;, VERGARA,;
CORTES, 2016; KRUGER et al., 2014).

Como alternativa ao uso de embalagens plésticas, o cultivo em biorreatores
minimiza a possibilidade de contaminacdo exogena e fornece alternativas de controle
das variaveis de processo, principalmente da temperatura de cultivo. Poucos trabalhos
foram encontrados na literatura que empregaram biorreatores para o cultivo em estado
solido de M. anisopliae. Méndez-Gonzaélez et al., (2018a) apresentaram uma revisao dos
biorreatores empregados para a producao de agentes para o controle biologico de pragas
e reportaram que esporos de M. anisopliae foram produzidos em embalagens plasticas,
leitos estacionarios (empacotado e de bandeja) e leitos agitados (tambor rotativo),
embora neste Gltimo a producdo tenha sido baixa, uma vez que Van Breukelen et al.
(2011) afirmaram que o fungo € pouco tolerante a agitacdo. De acordo com Mendez-
Gonzales et al. (2018a), a altura limite do leito de arroz nos biorreatores de bandeja é de
4 cm, enquanto que Cunha et al. (2019) demonstraram experimentalmente que para
espessuras de até 6 cm a concentracdo de esporos foi elevada e que, por simulacdo de
transferéncia de calor, afirmaram que a altura limite era de 8 cm. Desta forma, a
ampliacdo de escala nesta classe de biorreatores torna-se muito limitada. Van Breukelen
et al., (2011), Dorta; Arcas, (1996) e Dorta & Arcas, (1998), demonstram que o cultivo
do fungo em biorreator de coluna empacotada € uma alternativa promissora, obtendo
elevadas concentracOes de esporos. Dorta; Arcas et al. (1996) e Dorta e Arcas (1998)
cultivaram o fungo em uma mistura de farelo de trigo e palha de arroz, esta ultima
empregada para dar estrutura fisica a0 meio poroso. Van Breukelen et al. (2011)
empregaram canhamo (Cannabis ruderalis) enriquecido com uma solucgéo de glicose,
peptona e extrato de levedura, farelo de trigo, farelo de arroz e grdos de trigo para o

cultivo do fungo e obtiveram melhores resultados para o canhamo enriquecido. Os
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autores ainda reportaram que o farelo de trigo sofreu aglomeracdo e encolhimento ao
longo do processo.

Uma dificuldade intrinseca dos biorreatores de leito empacotado ¢ a elevacgéo de
temperatura ao longo do cultivo devido a baixa capacidade de remocgéo de calor pelo
meio solido orgénico, de modo que a ampliacdo de escala para didmetros elevados é um
problema as ser resolvido. Van Breukelen et al. (2011) operaram biorreatores de até 20
cm de didmetro e ndo reportaram problemas de elevacdo excessiva de temperatura,
enquanto que Dorta e Arcas (1998) operaram um biorreator de 15 cm de didmetro e
constataram uma elevacdo de temperatura de até 10°C acima da temperatura ideal,
resultando numa concentragdo de esporos cinco vezes menor do que em um biorreator
2,5 cm de didmetro. Ndo foram encontrados na literatura trabalhos que fizeram cultivo
sucessivos de arroz em biorreatores.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo realizar o aumento de escala
da producdo de esporos de M. aniopliae IBCB 425, cultivado em arroz em biorreatores
de leito empacotado. O arroz utilizado em trés cultivos sucessivos e a concentracdo de
esporos obtida foi similar em todos eles. Foram empregadas duas escalas do biorreator,
uma delas piloto, e os resultados foram satisfatérios em ambas. Este trabalho é de
utilidade a produtores de esporos de M. anisopliae, que poderdo reduzir os custos de

producdo e cultivar o fungo em ambiente de condicBes controladas.

7.2.Materiais e Métodos

7.2.1. Microrganismo

Foi utilizada a linhagem IBCB 425 do fungo Metarhizium anisopliae, fornecida pelo
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. No inicio dos experimentos, realizou-se a estocagem
do fungo em tubos de ensaios com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Com o
fungo ja desenvolvido, foi adicionado 0leo mineral para que se formasse uma camada
protetora a coldnia cobrindo 1 cm acima da mesma. Os tubos de ensaio foram mantidos
em camera DBO com temperatura controlada de 4°C e estas culturas estoque foram
utilizadas em todos os ensaios realizados no presente trabalho. Foi utilizada até a
terceira geracdo do fungo de M. anisopliae IBCB 425 (trés repiques consecutivos da
mesma colénia), pois apos a terceira geracdo foi possivel observar que o crescimento do

fungo comecava a ficar lento.
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Para inoculacdo do substrato, foi realizada a repicagem em frascos de Erlenmeyer
inclinados contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, com auxilio de alca de platina. Os
frascos foram armazenados em camera DBO a 28°C por 15 dias. A solucéo inoculo foi
preparada adicionando solucdo aquosa de Tween 80 a 0,1 % (v/v) a superficie da
coldnia, seguido de raspagem da superficie do meio de cultivo com alga de platina para
facilitar o desprendimento dos esporos. A concentracdo de esporos foi fixada em 10’

esporos/g de substrato seco (gss) em todos os testes realizados.

7.2.2. Cultivo em embalagens de polipropileno

Foram realizados ensaios em embalagens plasticas de polipropileno contendo
10g e 400g de arroz (peso seco), misturado com bagaco de cana-de-acglcar na proporcao
em peso de 9:1 arroz:bagaco. O bagaco foi empregado para dar estrutura fisica ao meio
de cultivo e evitar aglomeracdo. O arroz foi adquirido no comércio local e foi
empregado sem qualquer procedimento adicional. O bagaco foi gentilmente cedido pela
Usina Vale, de Onda Verde, SP, e foi seco em estufa de conveccgdo forcada a 60°C até
peso constante e peneirado em peneiras com aberturas 1 e 2 mm, sendo empregada a
fracdo retida entre ambas.

Estes ensaios serviram como controle ao cultivo nos biorreatores, sendo o
cultivo da menor massa a condicdo ideal e a de maior massa 0 que se emprega hoje nas
biofabricas. As embalagens plasticas de polipropileno tinham um tubo de PVC adaptado
a sua abertura, dentro do qual foram colocados tampdes de algoddo para propiciar as
trocas gasosas e evitar contaminacdo exdgena. Os materiais foram esterilizados em
autoclave por 30 minutos a 121°C. Apds o resfriamento, foi adicionada agua suficiente
para que a umidade inicial do substrato fosse 48% (base Umida), sendo a umidade
aferida numa balanga de elemento infravermelho MB 45 (OHAUS, Parsippany, EUA).
O fungo foi cultivado por 10 dias em camera D.B.O a 28°C, seguindo recomendacao da
literatura (CUNHA et al., 2019; DORTA; ARCAS, 1998; KEYSER et al., 2014, LI,
FENG, 2009).
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7.2.3. Extragdo de esporos

Realizou — se a extra¢do de esporos ao adicionar 5 mL/ gss de solugéo Tween 80
a 0,1 % ao meio cultivado. Essa solucéo foi adicionada as embalagens plésticas, seguido
de agitacdo em banho metabolico com agitacao reciprocante a 120 bpm (batimentos por
minutos) durante 50 minutos. Desta suspensdo foram retiradas amostras para contagem
dos esporos com auxilio de camara de Neubauer acoplada a um microscopio de 40x de

magnificacdo.
7.2.4. Cultivo em biorreator

Foram utilizadas duas configuracGes de biorreatores de leito empacotado de
diametros diferentes, ambos feitos em aluminio, representados na Figura 7.1. Os
biorreatores foram feitos em modulos encamisados de 10 cm de didmetro interno e 10
cm de comprimento (BRE, biorreator estreito) e 20 cm de didmetro e 20 cm de
comprimento (BRL, biorreator largo). Em ambos os aparatos haviam maodulos cénicos
de entrada, recheados com esferas de vidro de 3mm de diametro, utilizados para
uniformizar o escoamento de ar. Acima destes mddulos conicos foram colocados
modulos preenchidos com bagaco de cana Umido para garantir que o ar entrasse
saturado na regido de cultivo. No topo dos biorreatores foram colocados madulos
conicos, sem recheio, para direcionar o escoamento do ar para a atmosfera. A secdo de
cultivo era composta por trés modulos, contendo 400g de substrato no total (360g de
arroz e 40 g de bagaco) para BRE e 1,5 kg para cada médulo (1350 g de arroz e 150 g
de bagaco), sendo um total de 4,5 Kg de substrato para BRL. No biorreator largo, foram
colocadas telas metalicas entre os mddulos para evitar compactacdo do substrato. Os
modulos eram encamisados, por onde circulava agua mantida a temperatura de 28°C
utilizando um banho termostatico. Antes dos ensaios 0s biorreatores foram esterilizados
em autoclave a 121 °C por 40 minutos.

O monitoramento da temperatura dentro dos biorreatores foi realizado introduzindo-
se termopares do tipo T em flanges de nylon posicionadas entre 0s modulos, de modo
que, as extremidades dos sensores foram posicionadas no centro dos moédulos. Os
termopares foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados CompactDAQ®
(National Instruments, Austin, EUA), gerenciado por uma rotina elaborada em ambiente
LabView 8.1.
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Figura 7 1 - Esquema dos biorreatores de leito empacotado estreito (BRE) e largo
(BRL), modulos: 1 — Modulo de entrada; 2- Bagaco umido; 6- Modulo de saida; 3,4 e 5
— Secéo de cultivo; z — Posicdo dos termopares; GA — Analisador de gases
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Fonte: (Préprio autor)

O ar foi fornecido por um compressor, passou por um filtro com algoddo para
retirada de impurezas grosseiras, teve sua vazao determinada por um medidor de vazéo
massico (Cole Parmer, Vernon Hills, Illinois, EUA), de 1 L/m para BRE e 12 L/m para
o BRL, foi saturado em uma coluna de umidificagdo, recheada de esferas de vidro
preenchida com agua destilada estéril e passou por um filtro microbioldgico de
membrana Midisart® 2000 (Sartorius GmbH, Goettingen, Alemanha)

Os substratos inoculados foram preparados em embalagens plasticas, como descrito

na secdo 2.1. O empacotamento foi feito adicionando-se pequenas quantidades de

Lucas Portilho da Cunha



69

7. Cultivo do fungo Metarhizium anisopliae IBCB 425 utilizando biorreator de leito empacotado e realizando o reuso do
substrato, arroz longo

solidos e acomodando-os gentilmente na coluna, seguindo-se recomendacdo de

Casciatori et al., (2014) para empacotamentos soltos.

7.2.5. Reuso do substrato

Com o objetivo de reduzir os custos de produgdo com substrato, foram realizados
ensaios cultivando-se o fungo sucessivamente por trés vezes no mesmo substrato, daqui
em diante identificados como R1, R2 e R3. Apos cada cultivo, realizou-se a extracéo
dos esporos como descrito na se¢do 2.3, apds o que os grdos foram secos em estufa de
convecgdo forcada a 50°C por 24 h. Apb6s a secagem, os grdos foram novamente
pesados, colocados em embalagens plasticas, umidificados, esterilizados, resfriados,

inoculados e empacotados no biorreator novamente.

7.2.6. Cinética de crescimento fungico através da produciao de CO2

A cinética de crescimento do fungo nos biorreatores foi avaliada por meio da
geracdo de CO,, uma vez que a concentracdo deste gas, € uma medida indireta para
mensurar a biomassa gerada pelo microrganismo (FARINAS et al., 2011). Os gases
foram coletados na saida das colunas ao longo do cultivo e foram encaminhados a uma
coluna resfriada recheada com esferas de vidro para reducdo da umidade do gés, apos o
que foram conduzidos a um analisador de CO, com sensor de infravermelho NDIR
(Alphasense Ltd., Great Notley, GB), conectado ao sistema de aquisicdo de dados
CompactDAQ.

7.2.7. Analise de porosidade do leito

Para a alteracdo da estrutura do leito, foi necessario determinar a porosidade do
leito formado por mistura de arroz e bagago na proporcdo de 9:1. Para tanto, foi
empregado o metodo do deslocamento volumétrico em provetas de 50 mL preenchidas
por tolueno (DE BONI; 2007). O volume do leito foi determinado pela altura total ds
particulas na proveta para a obtencao da densidade bulk, conhecida a massa de material
solido. O volume das particulas foi obtido pelo deslocamento do tolueno da coluna, de
modo a determinar-se a densidade das particulas. A porosidade do leito foi determinada

por meio de sua definicédo classica:

—1-Pr
e=1 o Q)

Lucas Portilho da Cunha



70

7. Cultivo do fungo Metarhizium anisopliae IBCB 425 utilizando biorreator de leito empacotado e realizando o reuso do
substrato, arroz longo

Onde ps € a densidade do leito de arroz, pp é a densidade da particula de arroz, e

€ ¢ a porosidade do leito.

7.2.8. Analise estatistica

Foram realizadas analises de variancia one way para os resultados dos experimentos

de reuso utilizando biorreator de leito empacotado para o R1, R2 e R3.

7.3.Resultados e Discussao

Neste trabalho, o fungo M. anisopliae IBCB 425 foi cultivado em biorreatores de
colunas empacotadas com diferentes dimensdes e os resultados comparados com o
cultivo em embalagens plasticas, de modo a poder-se demonstrar a viabilidade de
ampliacdo de escala em um ambiente de condicGes de cultivo controladas e com menor
possibilidade de contaminacdo exdgena. O substrato, arroz misturado a bagacgo de cana,
foi cultivado em trés cultivos sucessivos, de modo a poder-se avaliar a reducdo dos

custos de producgéo dos esporos.

7.3.1. Cultivo em embalagens plasticas

Na Tabela 7.1 sdo apresentadas as concentracdes de esporos obtidos através do
cultivo em 10g e 400g, onde é possivel observar que estatisticamente ndo houve
diferenca entre os resultados obtidos. O bagaco de cana de cana-de-acUcar junto aos
substratos reestruturou o leito com sucesso, ndo permitindo a formacao de aglomerados
e compactacdo do leito nas embalagens, como observado por Cunha et al. (CUNHA et
al., 2019)' °*m cultivos com apenas grdos de arroz tipo 1 em embalagens plasticas onde
também observou diferenca nos resultados obtidos quando o cultivo ocorreu com 10g e
500g de substrato, indicando que o bagaco de cana-de-aglcar junto ao substrato na
proporcao utilizada neste trabalho, pode favorecer a restruturacdo do leito de maneira
efetiva, diminuindo problemas como a formagdo de aglomerados que, impede o
crescimento do microrganismo entre as particulas em contato.

Na Figura 7.2 sdo apresentados os perfis de temperatura resultantes da geracéo
de calor metabdlico durante o cultivo do fungo para as cargas substrato de 10g e 400g

em embalagens plasticas. Observe-se para menor carga a temperatura € bem controlada,
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uma vez que a temperatura maxima foi de 28,7 °C (Tmax) apos 72h de cultivo e
temperatura média de 28,2 °C (T.,), com desvio padréo de 0,7 °C. Ja para a carga de 400
g, Tmax foi de 29,8°C, também com 72h de cultivo, T, foi 29,3°C, com desvio padréo de
1,8°C, demonstrando ser esta uma condicdo com menor controle de temperatura,
embora ainda dentro de condic¢des adequadas para o cultivo, como demonstrou Cunha et
al. (2019). Estes autores cultivaram o fungo somente em arroz, em embalagens
contendo 500 g de substrato seco, e observaram T de 31,0°C e a formagdo de
aglomerados apos o cultivo, de modo que o uso de bagaco de cana forneceu a estrutura
fisica adequada ao meio e contribuiu para a remoc¢do de calor metabolico devido ao
aumento da porosidade do meio, pois leitos formados apenas por arroz possui uma
porosidade de 0,464 como descreve Cunha et al. (2019), e leitos formados por mistura
de arroz e bagaco de cana-de-agucar na proporc¢do de 9:1 é de 0,632 obtidos nos testes

realizados neste trabalho.

Tabela 7. 1 - Concentracdo de esporos do fungo M. anisopliae obtido através do cultivo
em embalagens plésticas utilizando como substrato mistura de arroz e bagaco de cana-
de-agucar na propor¢ao de 9:1.

Carga Ce DP CcVv T max
(10° esporos/gss) (10° esporos/gss) (%)
10g 3,91, 0,15 3,8 28,7°C
4009 3,634 0,24 6,6 29,8°C

(*) Letras diferentes nas linhas indicam que ha diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tuckey
ao nivel de 5 % de significancia; Ce = concentracdo de esporos; T ma = temperatura maxima.
Fonte: (Préprio autor)
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Figura 7 2 - Perfis de temperatura obtidos no cultivo do fungo M. anisopliae IBCB 425
em embalagens plasticas empregando-se arroz e bagago de cana como substratos.
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7.3.2. Cultivo em biorreatores de leito empacotado

Na Tabela 7.2 sdo apresentadas as concentracdes de esporos (Ce) € a temperatura
maxima observadas no cultivo em biorreator de leito empacotado estreito (BRE) com e
sem bagaco junto ao substrato, onde € possivel constatar que ndo ha diferenca estatistica
as médias de C. no biorreator com bagaco e nas embalagens de 400g e que 0s
coeficientes de variacdo sdo similares aos obtidos por Cunha et al. (2019) em
biorreatores de bandeja. As temperaturas maximas (Tmax) Obtidas em ambos 0s ensaios
foram praticamente iguais, indicando que ambas as condicdes de cultivo propiciaram
razoavel controle de temperatura, assim como (Tn) que foi a mesma para ambas
configuracBes, indicando que o biorreator fornece ao microrganismo condicdes
parecidas as obtidas em embalagens plasticas. Ao final dos ensaios, foi observado
visualmente bom crescimento do fungo em todas as posi¢cdes no biorreator, sem a
formagéo de aglomerados, constatando-se que o uso do bagaco de cana propiciou boa
estrutura fisica ao leito e, consequentemente, boa aeracdo. O fendmeno de adesdo do
arroz a parede da coluna e consequente deficiéncia de crescimento relatado por Van
Breukelen et al., (2011) ndo foi observado.

A utilizacdo do bagaco junto ao substrato favoreceu os resultados obtidos, e isso
pode ser observado em dois aspectos, como: 0 aumento da concentracdo de esporos e
ndo ocorréncia da compactacdo do leito, diferente do que ocorreu quando se utilizou

apenas arroz tipo 1, onde houve forte compactacdo do leito e assim ndo ocorrendo 0
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desenvolvimento do microrganismo no meio do leito, havendo desenvolvimento de
maneira visivel, apenas nas extremidades, ou seja, nas particulas que permaneceram
longe da parede do BRE sem bagaco. A temperatura obtida no BRE sem bagaco,
também indica que a parte estrutural do leito foi um fator critico para a diminuicdo da
Ce, pois mesmo que, a Tmax Seja maior quando se utiliza apenas arroz tipo 1 a T, € igual
aos outros testes, indicando que a temperatura ndo foi um fator para a diminuigéo da Ce.

Tabela 7. 2 - Concentracdes de esporos (Ce) do fungo Metarhizium anisopliae IBCB
425 ao final do tempo de cultivo no biorreator estreito (BRE) e em embalagens plasticas
(400 g) apos o primeiro cultivo (R1) e temperaturas maximas (Tmax).

Cultivo Ce DP CV  Tmax

(10° esporos/gss)  (10° esporos/gss) (%) (°C)

BRE s/ bagaco 1,95° 0,24 12,3 31,0
BRE c/ bagaco 3,12° 0,25 80 29,8
Embalagem Plastica 3,63° 0,24 6,6 29,7

(*) DP- Desvio padrdo; CV- coeficiente de variacdo (CV = Média/DP). Médias seguidas de mesma letra
na coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey a 95% de intervalo de
confianca.

Fonte: (Préprio autor)

Na Tabela 7.3 sdo apresentadas as concentracdes de esporos por médulo obtidas
no biorreator largo (BRL), a concentracdo de esporos média (Cy) e as temperaturas
média e maxima por moddulo. Comparando-se as concentracBes de esporos nos
biorreatores estreito e largo ndo foi observada diferenca estatistica significativa, de
modo que se pode considerar que a ampliacdo de escala foi bem sucedida. Comparando-
se as concentracdes de esporos entre 0s mddulos do BRL constata-se que os resultados
sdo similares e ndo apresentam diferenca estatistica significativa, embora tenha havido
diferenca expressiva da temperatura maxima entre os médulos. No entanto, é possivel
observar que a temperatura maxima atinge valores cerca de 4,9°C acima da temperatura
ideal de cultivo. De acordo com Cunha et al. (2019), temperaturas proximas a 30°C
resultam em concentracdo de esporos similares as obtidas a 28°C e que a 33°C a
concentracdo de esporos reduz-se praticamente metade da concentragédo ideal. Assim,
poder-se-ia esperar que houvesse reducéo significativa em C. no biorreator largo, mas
deve-se levar em consideracdo que esta temperatura € medida no centro do tubo, de

modo que as temperaturas em direcdo a parede sdo inferiores, aproximando-se da
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condicdo favoravel ao cultivo. Assim, pode-se afirmar que a escala piloto foi capaz de
manter as condicdes de cultivo dentro de limites aceitaveis, o que também se reflete nos

baixos coeficientes de variacdo de Ce.

Tabela 7. 3 - Concentragao de esporos por modulos (CMod), concentracdo média de
esporos (Ce), temperaturas médias e temperaturas maximas (Tmax) ao final do cultivo
no biorreator largo (BRL) apds o primeiro cultivo do substrato (R1).

Modulo Cmod DP CcVv Tmax TMed Ce DP CcVv
(10° (10° (%) (°C) (°C) (10° (o° (%)
esporos/gss) esporos/gss) esporos/gss) esporos/gss)
3 3,67 0,25 6,8 30,5 28,9
4 3,57 0,21 5,8 32,9 30,4 3,62 0,22 6,07
5 3,63 0,20 55 31,4 29,3

(*) DP- Desvio padrdo; CV- coeficiente de variagdo (CV = Média/DP).
Fonte: (Préprio autor)

Portanto, no BRL a parede do tubo ja ndo proporciona o controle efetivo da
temperatura do meio de cultivo, como também observado por Perez; Casciatori;
Thoméo, (2019) que empregaram biorreatores de dimensdes similares para o cultivo do
fungo Myceliophtora thermophila I-1D3b em uma mistura de bagaco de cana de aglcar
e farelo de trigo. No presente estudo, a por¢do média do leito foi a mais aquecida, o que
contradiz resultados de Casciatori et al., (2016) que previu, por simulacdo empregando
um modelo a duas fases, que o topo do biorreator seria a regido mais aquecida, e um
sistema de cultivo similar ao de Perez; Casciatori; Thoméo, (2019).

Similarmente ao biorreator estreito, foi observado visualmente que o
crescimento do fungo no biorreator largo foi uniforme, demonstrando novamente a
importancia de se usar bagaco de cana como agente estruturante do leito. Em ensaios
preliminares realizados (dados ndo apresentados), observou-se a necessidade de se
colocar as telas de contencdo entre os mddulos do BRL, pois sem as mesmas houve
compactacdo do leito e a altura final da coluna foi cerca de 50 cm inferior a altura
original. A Figura 7.3 mostra que a colonizagédo do meio de cultivo foi uniforme para

ambos os biorreatores.
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Figura 7 3 - Fotografias do leito empacotado constituido por mistura de arroz e bagaco
de cana-de-agucar na propor¢ao de 9:1 apds o cultivo. a) BRE; b) BRL

Fonte: (Prdprio autor)

Dorta e Arcas, (1998) cultivaram M. anisopliae em biorreatores de leito
empacotado feitos em vidro com 2,5, 8 e 15 cm de diametro, sendo o controle de
temperatura realizado colocando-se os biorreatores em uma sala com temperatura
controlada. Foram observadas variagdes radiais e longitudinais de temperatura nos dois
biorreatores maiores, sendo a variagdo radial de 3,3 °C (Tmax = 32 °C) na coluna de 8
cm e de 5,4 °C (Tmax = 37,8 °C) na de 15 cm, uma diferenca ndo muito expressiva entre
ambas as colunas, mas com temperaturas maximas bem distintas que interferiram
expressivamente nas concentracdes de esporos obtidas. Neste trabalho, as elevacdes de
temperatura observadas para BRE e BRL foram inferiores a obtidas por Dortas e Arcas,
possivelmente devido ao material de construcdo dos biorreatores (aluminio neste
trabalho) e pelo emprego de agua para refrigerar o leito, pois o vidro proporciona uma
resisténcia & conducdo expressiva e 0 ar proporciona uma resisténcia convectiva muito
superior a da 4gua, de modo que a temperatura na face interior do tubo certamente era
distinta da ajustada para a sala climatizada. Outro aspecto que poderia explicar a menor
elevacdo de temperatura neste trabalho é a porosidade do leito, que certamente €
superior a da mistura farelo de trigo com palha de arroz (proporgdo 1:1),
proporcionando melhor aeracao.

Dorta e Arcas (1998) afirmaram ainda que devido as variacGes radiais de
temperatura, a concentracdo de esporos foi maior na regido da parede do tubo do que no

centro do leito, pois os autores observaram variacdo da umidade do meio de cultivo,
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provocada pela variagdo de temperatura. Neste trabalho ndo se coletou dados de
temperatura radialmente como ja citado e também néo foi determinada a umidade do
meio de cultivo ao final do processo. Quanto aos perfis longitudinais, Dorta e Arcas
notaram que, para o biorreator de 15 cm, houve aumento da temperatura com o aumento
da altura de leito, assim como observado neste trabalho, embora Dorta e Arcas tenham
empregado um biorreator de apenas 32 cm.

Van breukelen et al.,, (2011) realizaram ensaios em biorreatores de leito
empacotado com dimensdes de 20, 40 e 200mm de diametro e 80, 180 e 600 mm de
altura, respectivamente. Como meio de cultivo foi utilizado canhamo impregnado com
glicose, extrato de levedura e peptona bacteriologica (propor¢des em peso 8: 1: 1). Os
autores observaram que no biorreator de maior diametro houve compactacao na base do
leito, resultando em saturacdo incompleta do ar de entrada, o que promoveu o0
ressecamento de aproximadamente 5% do volume total do leito. Também constataram
que na regido da parede houve condensacdo de &gua, resultando em baixa esporulacéo.
Como consequéncia, a concentracdo de esporos obtida nesta escala foi cerca de 40%
inferior a obtida no reator menor. A gquestdo da compactacéo foi resolvida neste trabalho
por meio das telas postadas entre os modulos, enquanto que os problemas de parede
comentados por Dorta e Arcas (1998) e por van Breukelen et al. (2011) ndo foram

observados.

7.3.3. Reuso do substrato utilizando biorreator de leito empacotado

Os resultados dos ensaios para o primeiro, segundo e terceiro cultivos sucessivos
do arroz (R1, R2 e RS3, respectivamente), nos biorreatores estreito e largo sdo
apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Para 0 BRE, houve reducgéo de 24% na
massa de meio de cultivo do R1 para 0 R2 e de 20% do R2 para 0 R3, enquanto que
para 0 BRL houve reducdo de 20% do R1 para o0 R2 e de 23% do R2 para o R3. Ndo
houve variagdo significativa na concentracdo média de esporos ao final dos cultivos, de
modo que o reuso do substrato é uma pratica que pode resultar em expressiva reducao
de custos operacionais para os fabricantes de esporos. Com apenas um uso do substrato
no BRE foram obtidos 1,30x10% esporos, enquanto que para os trés cultivos foram
obtidos 3,19x10' esporos, um aumento de quase 2,5 vezes, enquanto que para 0 BRL o
aumento foi similar, de 2,4 vezes. Evidentemente, os custos de secagem do material tém

que ser avaliados e ensaios que evitem esta operagdo devem ser realizados para que a
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viabilidade econdmica do reuso possa ser confirmada. Como observado para o cultivo
unico, os coeficientes de variacdo obtidos nos trés cultivos foram pequenos,
demonstrando que o processo € bem controlado. Kruger et al., (2014) empregaram
diversos substratos para o cultivo de M. anisopliae (arroz, arroz parboilizado, arroz
integral e trigo) em embalagens plasticas e obtiveram concentracbes de esporos
proximas as obtidas neste trabalho, mas afirmaram que apenas arroz parboilizado pode
ser reutilizado em dois cultivos sucessivos. Barra-Bucarei; Vergara; Cortes, (2016)
também reutilizaram arroz parboilizado em dois cultivos sucessivos e obtiveram

concentracOes de esporos proximas para os dois cultivos.

Tabela 7. 4 - Concentragdes de esporos (Ce), temperaturas maximas (Tmax) do fungo
M. anisopliae IBCB 425 ao final do cultivo no biorreator estreito (BRE) apds o primeiro
(R1), segundo (R2) e terceiro (R3) cultivos.

Cultivo Massa Ce DP CVv T max
inicial (g) (10° esporos/gss) (10° esporos/gss) (%) (°C)

R1 400 3,25% 0,24 73 29,8
R2 304,1 3,45 0,12 3,4 30,5
R3 2425 3,46" 0,24 6,9 30,2

(*) DP- Desvio padrdo; CV- coeficiente de variacdo (CV = Média/DP). Médias seguidas de mesma letra
na coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey a 95% de intervalo de
confianca.

Fonte: (Préprio autor)

Observe-se na Tabela 7.4 que para 0 BRE as temperaturas maximas e médias
obtidas ao longo do cultivo pouco foram afetadas nos trés cultivos. Porém, quando se o
observa os dados da Tabela 7.5 para os testes em BRL, as temperaturas maximas no R2
foram ligeiramente acima das observadas nos outros cultivos, mas ndo o suficiente para
provocar alteracdes significativas na concentracdo média de esporos. Nas Tabelas 7.4 e
7.5 também se observa baixos coeficientes de variacdo dos resultados para os trés

cultivos sucessivos em ambas as dimensdes dos biorreatores.
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1 Tabela 7.5 - Concentragdes de esporos por modulo (Cyseq), concentragao média de esporos (Ce) € temperaturas maximas (Tyax) do fungo
2  Metarhizium anisopliaec IBCB 425 ao final do tempo de cultivo no biorreator largo (BRL) apos o primeiro cultivo (R1), segundo cultivo

Cultivo Modulo Massa Cwmod DP CcVv T max Ce DP CcVv
inicial (10° (10° (%) °C (10° (20° (%)
(kg)  esporos/gss) esporos/gss) esporos/gss) Feporeses)
M3 1,500 3,67 0,25 6,8 30,4
R1 M4 1,500 3,57 0,21 58 329 3,62 022 60
M5 1,500 3,63 0,20 5,5 31,3
R2 M4 1,300 3,31 0,15 4,5 33,8 3,44" 0,14 4,0
M5 1,200 3,48 0,13 3,7 30,8
R3 M4 1,019 3,34 0,20 59 32,8 3,44" 0,16 4,8
M5 0,897 3,47 0,13 3,7 30,8

Tukey a 95% de intervalo de confianca.
Fonte: (Prdprio autor)

o ~oOorbkWw

(*) DP- Desvio padrao; CV- coeficiente de variagdo (CV = Média/DP). Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste de
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Foi possivel verificar visivelmente que os grdos de arroz tinham suas estruturas
alteradas, havendo quebra dos grdos ap0s cada cultivo. No entanto, ndo foi observada
compactacdo do meio de cultivo e constatou-se visualmente que a colonizacdo do meio foi
uniforme para os trés cultivos.

Na Figura 7.4 se observa que houve pouca varia¢do longitudinal de temperatura no
biorreator pequeno, enquanto que para 0 biorreator grande houve variagdo de temperatura
mais expressiva, sendo as temperaturas mais elevadas observadas na por¢cao mediana do leito.
Também se observa que no R2 e R3 a cinética de geracdo de calor metabdlico difere da do
R1, sendo o pico de temperatura obtido em tempos mais curtos para R2 e R3. Estudos da
presenca de acgUcares redutores no meio de cultivo (dados ndo mostrados) indicaram que no
inicio do R2 e do R3 ha concentracdo expressiva de aclcares, de modo a sustentar o
crescimento microbiano em tempos mais curtos do que no primeiro cultivo, quando o fungo
teve que sintetizar enzimas, principalmente amilases, para a quebra da fonte de carbono,

preferencialmente amido.
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Figura 7. 4 - Perfis de temperatura ao longo cultivo de M. anisopliae IBCB 425 em biorreator
de leito empacotado utilizando mistura de arroz com bagacgo de cana-de-aglicar na propor¢ao
de 9:1, empregando-se a técnica de reuso do substrato a) R1 - BRE; b) R2 - BRE; ¢) R3 -
BRE; d) R1 - BRL; ¢) R2 - BRL; f) R3 — BRL
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Fonte: (Prdprio autor)

7.3.4. Estimativa da biomassa fingica por geracdo de CO,

Como destacado anteriormente, a reutilizacdo do substrato ocasionou diferencas na
adaptacdo do microrganismo ao substrato e, consequentemente, nas fases de crescimento do
fungo. Para entender melhor o desenvolvimento do microrganismo foi determinada a
concentracdo de CO, na saida das colunas, pois a geragdo de CO, é uma medida indireta para
mensurar a biomassa microbiana (FARINAS et al., 2011).
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Na Figura 7.5 sdo apresentadas as concentracdes de CO; instantanea e acumulada,
onde é possivel observar que o fungo tem seu desenvolvimento alterado no reuso do substrato.
Note-se que as concentragcdes de CO, no R2 é expressivamente maior que no R1 e R3. No
entanto, embora a quantidade de biomassa no R2 tenha sido maior, as concentragles de
esporos nos trés cultivos sucessivos foram similares, indicando que o crescimento vegetativo
ndo e diretamente proporcional ao sexual. A ocorréncia da maxima concentracdo de CO; nao
é coincidente com a ocorréncia da maxima temperatura em ambos 0s biorreatores, mostrada
na Figura 7.4, indicando que alguns aspectos do processo metabdlico do microrganismo
precisam ser melhor compreendidos. A similaridade dos resultados das concentragdes de CO;
em ambos os biorreatores indica boa adaptacao do fungo as condicdes de cultivo, mesmo que

as variacOes de temperatura tenham sido mais intensas no BRL.

Figura 7 5 - Cinética de geracdo de CO2 obtido do cultivo em biorreator de leito empacotado.
a) instantanea - BRE; b) acumulada - BRE; c) instantanea — BRL; d) acumulada - BRL.
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Fonte: (Prdprio autor)

7.4.Conclusao

O objetivo principal deste topico foi alcancado, onde se demonstrou que é possivel

realizar a ampliacdo de escala no uso de biorreator de leito empacotado para cultivo do

Lucas Portilho da Cunha



82

7. Cultivo do fungo Metarhizium anisopliae IBCB 425 utilizando biorreator de leito empacotado e realizando o reuso do substrato, arroz
longo

fungo M. anisopliae IBCB 425, bem como a reutilizagdo do substrato em cultivos
sucessivos. Observou-se que a mistura entre bagaco de cana e arroz favorece o aumento
de escala, devido ao aumento da porosidade e a melhor estruturacdo fisica do leito. O
crescimento do fungo nas duas escalas empregadas, uma das quais piloto, foi uniforme,
ndo sendo observadas regifes de crescimento deficiente. Em todos os ensaios foi
constatada baixa variabilidade dos resultados, indicando que o processo foi bem
controlado. A elevacdo de temperatura notada no biorreator de escala piloto foi
expressiva, mas ndo provocou reducgéo significativa na concentracdo de esporos final. As
concentrag0es de esporos nos trés cultivos sucessivos foram similares e constatou-se
reducdo na massa de substrato de cerca de 20% de um cultivo para outro, reduzindo a
concentracdo total de esporos. Ainda assim, ao se cultivar sucessivamente o arroz, a
concentracdo final de esporos foi 2,5 vezes maior do que a de um cultivo Unico. As
andlises de distribuicdo de temperatura e das concentra¢fes de CO, indicaram diferencgas
de adaptacdo do fungo ao meio nos diferentes cultivos, o que ndo provocou alteracao na
concentracdo de esporos em cada um deles.

Os resultados obtidos sdo de interesse de produtores industriais de esporos para
controle biolégico de pragas, devido a possibilidade de utilizarem biorreatores para o
cultivo do fungo, num ambiente de condi¢des operacionais mais controladas e com menor
possibilidade de contaminacdo exdgena, além da reducdo dos custos de producdo devido

a0 reuso do substrato.
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8. EXTRACAO DE ESPOROS AGREGADOS AOS GRAOS DE ARROZ TIPO 1

8.1.Introducao

Com o uso desenfreado de agentes quimicos para controle de pragas nas lavouras, tem
desencadeado diversos problemas graves ao meio ambiente, como o risco de extincdo das
abelhas que, caso ocorra pode levar a um desequilibrio para toda a humanidade (YOSRI,;
ABDEL-AZIZ; SAYED, 2018). Para que tais impactos sejam reduzidos, uma alternativa é o
uso de bioinseticidas que, além de ndo ser prejudicial ao ser humano, também pode ser muito
especifico para controle de diversas pragas. Na América Latina um dos fungos mais utilizados
é o fungo Meatrhizium anisopliae, o qual possui mais de 200 pragas catalogadas nas quais 0
fungo foi identificado como hospedeiro (SANTOS et al., 2017).

No Brasil o maior uso de M. anispliae é para controle da cigarrinha da folha da cana-
de-acucar, no qual ja sdo mais de 3 milhdes de hectares de cana-de-agUcar tratados com o
fungo (CASTRO et al., 2016). Porém, para sucesso na aplicacdo do microrganismo se faz
necessaria a introducéo inundativa com concentraces de 10*-10*® esporos/hé para que ocorra
uma mortalidade de 85-90% das pragas (DALZOTO; UHRY, 2009; SCHMIDT et al., 2007).
Para tanto, se faz necessaria a producdo de esporos em massa, mas atualmente na maioria das
biofébricas, todas as etapas que compde o0 processo de producdo de esporos é desprovido de
tecnologia e equipamentos sofisticados, ndo sendo diferente, para a etapa de extracdo de
esporos, onde ao fim do cultivo, as embalagens plasticas sdo abertas para que ocorra a
secagem do substrato e em seguida seguem para a extracdo, podendo ser de duas maneiras,
uma por peneiras vibratorias, que provoca muita perda de esporos para o0 ambiente
(MENDEZ-GONZALEZ et al., 2018b) e a outra por mistura do substrato com &agua e a
utilizacdo de liquidificadores industriais, formando uma suspensdo que é filtrada a vacuo a
seqguir, em filtros de papel que s&o posteriormente secos em estufa (ALVES; FARIA, 2010;
MASCARIN; QUINTELA, 2013). Jenkins et al., (1998) relatam o uso de uma secadora de
roupas adaptada, onde era adiciodo o substrato e que era feita girar para a remocdo dos
esporos, que eram a seguir arrastado por ar seco injetado no interior da secadora a altas
vaz0es, sendo o0s esporos recolhidos em ciclones. Existem poucas pesquisas envolvendo o
assunto, mas no intuito de modernizar a extragdo e secagem de esporos M. anisopliae
Horaczek; Viernstein, (2004), utilizaram spray-dryer, liofilizador e leito fluidizado para secar

solugdes com esporos dos fungos B. brongniartii e M. anisopliae. Os autores empregaram
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uma calda composta por leite desnatado e polivinilpirrolidona (PVP K90) para a extracdo dos
conidios, uma vez que ambos agentes tinham capacidade de proteger os conidios apds a
secagem. A liofilizacdo resultou em conidios com maior viabilidade e 0s ensaios por spray-
drying mostraram forte influéncia da temperatura de secagem sobre a viabilidade.
Infelizmente, os autores pouco exploraram as varidveis de secagem em todos os aparatos
testados.

Mediante ao exposto, este trabalho tem como objetivo realizar a extracdo seca dos
esporos, utilizando um tambor rotativo, e a extracdo liquida, seguida por secagem em spray-
dryer, de modo a modernizar esta etapa da producéo de esporos.

8.2.Materiais e Métodos

8.2.1. Microrganismo

Foi utilizada a linhagem do fungo entomopatogénico M. anisopliae IBCB 425,
fornecida pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. Inicialmnte se realizou o desenvolvimento do
microrganismo em plascas de Petri por 15 dias a 28°C. Ap6s desenvolvimento do fungo, se
realioziu a estocagem do fungo, em tubos de ensaios com meio de batata-dextrose-agar
(BDA) (Acumedia, EUA) durante 15 dias a 28°C. Apds os 15 dias e com o fungo ja
desenvolvido, adicionou - se 6leo mineral, para que se formasse uma camada protetora da
colénia. Os tubos de ensaio foram mantidos em camaras frias a 4°C até o instante da
repicagem. Para a inoculacdo do substrato, os esporos foram transferidos para frascos
Erlenmeyer inclinados, contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, com auxilio de alca de
platina. Os frascos foram armazenados em camera DBO a 28 °C por 15 dias.

O inoculo foi preparado adicionando-se solugdo Tween 80 a 0,1 % a superficie da
colbnia, raspando-a com alca de platina, para facilitar o desprendimento dos esporos. Foi
fixada a concentracdo de 10" esporos/g de substrato seco (gss) em todos os ensaios, a
contagem de esporos ocoreram em Camara de Neubauer, com ajuda de microscopia Gptica

com lentes de 40x de aumento.

8.2.2. Cultivo em embalagens de polipropileno

Para os ensasios de extracdo, foram relizados cultivos em embalagens plasticas de

polipropileno, com dimensdes de 20x30cm. Em cada embalagem fora acondicionado um total
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de 500g de substrato, uma mistura de arroz com bagaco de cana-de-acUcar na propor¢édo de
9:1. Em todas as embalagens foram acoplados bocais de PVC, nos quais foram acoplados
tampdes de algoddo envoltos por gaze, para garantir as trocas de gases e assegurar que nédo
haja contaminagdo exdgena. Para facilitar a aeragdo e garantir que ndo ocorra a aglomeragdo
do substrato, adicionou - se no interior das embalagens arames em forma espiral.

O fungo foi cultivado a 28°C, por um periodo de 10 dias em cadmara DBO em auséncia
de luz (CUNHA et al., 2019; DORTA; ARCAS, 1998; POLAR et al., 2005). A umidade do
substrato foi inicialmente determinada em analisador de umidade MB45 (Ohaus, Parsippany,
NJ USA) e ajustada com &gua destilada, para que apos a adi¢do do in6culo, a umidade fosse
48% (b.u.). A esterilizacdo do material ocorreu em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

Neste topico os testes foram realizados em embalagens plasticas para viabilizar a
obtengdo dos esporos para que, em trabalhos futuros sejam realizados testes de cultivo em

biorreatores para posteriormente a extracdo dos esporos ocorra no extrator.

8.2.3. Extragdo a seco

Ao fim do cultivo foi realizada a extracdo a seco dos esporos do substrato utilizando
um tambor com dimensdes de 20cm de didametro e 40cm de comprimento, assentado sobre
dois roletes de rotacdo controlada originalmente empregado para mover um moinho de jarros
MJRCFHO025C (P.H.D, Piracicaba-SP, Brasil), como mostra a Figura 8.1. Dentro do tambor
havia duas aletas retas longitudinais com 2cm de lagura, postadas perpendicularmente em
relacdo a parede do tambor, a fim de aumentar a agitacdo interna das particulas. Para retirada
dos esporos de dentro do tambor. O ar utilizado foi fornecido por um compressor, que antes
passava por um filtro para retencdo de particulas maiores, em seguido era medido em um
medidor de vazdo para que, em seguida percolasse uma coluna de silica gel, para que fosse
parcialmente seco, em seguida o ar seco era injetado dentro do tambor em velocidade
controlada, sendo os esporos coletados em um ciclone. Foram realizados dois ensaios em uma
condicdo determinada em ensaios preliminares. A vazéo de ar empregada foi de de 33 L/min,
0 tempo de rotacdo foi de 12 horas a 60 rpm e grau de enchimento do tambor de 35%
(equivalente a 1750g de substrato). O ciclone utilizado possuia dimensdes como mostra a

Figura 8.2.
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Figura 8. 1 — Sistema utilizado para a rotacdo do tambor

Fonte: (Prdprio autor)

Figura 8. 2 - Ciclone utilizado nos testes de extracdo a seco com dimensdes

~ 400cm "

12em

3em

Fonte: (Prdprio autor)

Ao fim do periodo de extracdo, pesou-se a massa recolhida no ciclone, & qual foi
adicionada 1 L de solucdo Tween 80 a 0,1% para posterior contagem dos esporos. O restante
do material sélido retido no tambor foi transferido para embalagens plasticas com dimensdes
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de 40x80cm, que receberam 3 L de solucdo Tween 80, seguido de agitagdo em um banho com
agitacdo reciprocante MA 095 (Marconi, Piracicaba, BRA) a 120 b.p.m por 50 minutos. Ao
término do periodo de agitacdo, realizou-se a contagem dos esporos.

8.2.4. Extragao de esporos liquida seguido de secagem em spray-dryer

Ao fim do cultivo, realizou-se a extracdo de esporos adicionando-se 5 mL/gss de
solucdo aquosa de Tween 80 a 0,1 % as embalagens, seguindo-se de agitacdo reciprocante a
120 batimentos por minutos durante 50 minutos. Da suspensao resultante foram coletadas
amostras para contagem dos esporos, ajustando-se a concentracdo de esporos para 10°
esporos/mL para todos o0s ensaios de secagem.

Os ensaios foram realizados em spray-dryer modelo MSD 0.5 (Labmaq, Riberdo
Preto, Brasil), dotado de bico atomizador de duplo fluido com orificio de saida de 1,0 mm e
camara de secagem com 51 cm de altura e didmetro interno de 13 cm, sendo a coleta dos pds
no ciclone de aluminio apresentado na Figura 8.2. A temperatura de saida (Ts), a vazdo de
alimentacdo da suspensdo (Qaim) € a proporcao adjuvante/conidios (ST) foram as varidveis
controladas. Para o bombeamento da suspensdo foi empregada uma bomba peristaltica
QDOS-30 (Watson-Marlow, Falmouth, Reino Unido). Em todos os ensaios de secagem 0s
parametros presséo do ar de atomizacéo, vazédo do ar de secagem e vazédo do ar de atomizacédo
foram fixados em 4,5 Kgf/cm?, 0,55 m3min e 40 L/min, respectivamente, baseado em testes
preliminares. A suspensao de esporos e adjuvante foi mantida em constante agitacdo, a
temperatura ambiente, com auxilio de um agitador magnético. Os efeitos da secagem sobre 0s
esporos foram analisados através dos testes de viabilidade, descritos no Topico 8.2.5. Para 0s
ensaios de secagem, empregou-se como adjuvante maltodextrina 40 DE. Os ensaios seguiram
um planejamento estatistico fatorial do tipo Box-Behnken, com andlise por superficie de
resposta, sendo as variaveis propor¢do adjuvante:conidios (m/v) onde se fixou a concentracéo
de esporos e variou a concentracdo de maltodextrina, temperatura de saida e vazdo de

alimentacédo da suspenséo as apresentadas na Tabela 8.1.

Lucas Portilho da Cunha



88

8. Extracdo de esporos agregados aos graos de arroz tipo 1

Tabela 8. 1 - Planejamento estatistico fatorial para os ensaios de secagem

L Niveis
Variaveis
-1 0 1
Ts(°C) 75 90 105
Qualim (ML/min) 5 10 15
ST (%) 10 15 20

Fonte: (Préprio autor)

8.2.5. Testes de viabilidade

Para avaliar a influéncia da secagem sobre a qualidade dos esporos, foram realizados
testes de viabilidade dos esporos, realizado por micro cultivo em laminula de vidro. Para cada
tratamento de secagem foram preparadas duas laminulas, sobre as quais foram previamente
marcados trés circulos em sua face inferior, recobertas com uma fina camada de meio BDA.
Pingou-se com o axuilio de um conta gotas, uma gota da suspensdo fungica sobre 0 meio de
cultura em cada circulo. A suspensdo foi obtida a partir do material seco, ao qual foi
adicionada solucéo aquosa de Tween 80, fixando-se a concentragdo 10% esporos/mL em todos
0S ensaios.

As laminulas foram acondicionadas individualmente em cdmaras Umidas e incubadas
por 16 horas em DBO a 28°C. As camaras Umidas foram preparadas em placas de Petri, com
duas porc¢des de algoddo umedecido com agua destilada, e duas hastes de madeira para darem
suporte as laminas. Apds o periodo de incubacgdo, adicionou-se uma gota de corante azul-
latico sobre a area dos circulos, para deter a germinacao e facilitar a visualizagdo dos esporos.
Em seguida a observacdo foi realizada em microscépio déptico com 40x de aumento,
identificando-se esporos germinados e ndo germinados. Os esporos germinados eram aqueles

cujo tubo de germinacgéo apresentava tamanho de ao menos duas vezes o tamanho do esporo.

8.3.Resultados e Discussao

Na Tabela 8.2 sdo dispostas as concentracbes coletadas apOs extracdo a seco em
tambor rotativo e o controle realizando a extracdo com solucdo Tween, onde é possivel
observar gue se coletou 61% dos esporos no ciclone e o restante por extracéo liquida (restante
que ficou no tambor agregados aos substratos). Na Figura 8.3 é possivel observar o material
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recolhido no ciclone, o qual onde se constata que junto aos esporos recolhidos também se
recolheu material fibroso (bagaco de cana-de acuUcar), indicando que o ciclone ndo esta bem

dimensionado para recolher apenas esporos, bem como gréos de arroz tipo 1 séo observados.

Tabela 8. 2 - Concentracao de esporos obtidos através da extragdo a seco, utilizando tambor
rotativo.

10" Esporos CAT (g) EC
10* Esporos
Ciclone 1,28
1750g 5,35
Tambor 0,81
Total obtidos 2,09

(*)Nota: EC- Extragao convencioval com Tween; CAT: Carga total de substrato utilizada na extracéo.

Fonte: (Préprio autor)

Figura 8. 3 - Material recolhido no ciclone apds a extragdo a seco.

\ { A ?

Fonte: (Prdprio autor)

Ao término da extracdo liquida no tambor, foi possivel observar que os gréos de arroz

possuiam coloracdo escura, também observada nos ensaios anteriores quando se empregou
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apenas a extracao liquida. Também foi possivel observar em testes preliminares que quanto
mais Umidos os grdos, mais dificil era a extracdo dos esporos das particulas e para isso foi
necessario um tempo maior de extracdo para que ocorresse a secagem parcial do meio de
cultivo.

Na Tabela 8.2 é possivel observar que a concentracao de esporos recolhida no ciclone
foi proxima a concentracdo de esporos obtidas utilizando a técnica de extracdo de esporos
convencional com solucdo Tween, demonstrando que o equipamento pode se tornar uma
ferramenta para as biofabricas. Se otimizadas as variaveis (frequéncia de rotagdo, o fluxo de
ar, tamanho do tambor, grau de enchimento, nimero de aletas, umidade do ar de arraste e
tempo de extracdo) e aprimorado o dimensionamento do ciclone, acredita-se poder melhorar a
eficiéncia de coleta.

A extracdo de esporos dos grédos foi projetada pensando na redugdo de volume para
transporte e também para aumentar a vida de prateleira deste produto, porém neste trabalho
ndo foi realizado testes para tal averiguacdo, assim como testes de viabilidade para extracdo a
seco.

Na Tabela 8.3 sdo apesentados os resultados dos ensaios realizados em spray-dryer,
onde se pode observar baixa umidades dos pds secos e viabilidade moderada dos esporos. Nas
Figuras 8.4 e 8.5 sdo apresentados os diagramas de pareto resultantes da ANOVA do modelo
ajustado aos dados experimentais para as respostas umidade e viabilidade, respectivamente,
assumindo-se intervalo de confianca de 90%. Note-se que os fatores linear e quadratico
ligados a temperatura e o fator de inferéncia cruzada temperatura-sélidos totais foram
significativos para a umidade e que nenhum dos fatores foi significativo para a viabilidade.
Tais resultados ficam mais evidentes na distribuicdo de fontes de variabilidade apresentada na
Tabela 8.4, onde se observa que 0 modelo para a umidade é preditivo, mas para a viabilidade
ndo. As maiores fontes de erro devem-se a falta de ajuste do modelo aos dados experimentais,
denotando que o modelo deveria ser reparametrizado, ou um novo conjunto de dados relativos
a uma redefinicdo das faixas das varidveis preditoras deveria ser analisado.

Tambeém € possivel observar que a recuperacao de solidos ficou entre 47-59%, sendo o
modelo ndo preditivo neste caso e o0s resultados ndo apresentados em detalhe. Tais
rendimentos sdo comuns nesta escala de equipamento, mas tendem a ser expressivamente

maiores em spray-dryers de escala industrial.
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Tabela 8. 3 - Resultados obtidos na secagem por spray dryer

Teste T(°C) Qalim ST (%) Peso Rendimento  Umidade Viabilidade

(mL/min) (@) (%) (%) (%)
1 | -1 | -1 | 0 | 7,05 | 47 | 3,85 | 42,27
2 1 -1 0 6,81 45 2,75 30,00
3 -1 1 0 6,51 43 4,12 30,29
4 1 1 0 8,91 59 3,10 25,87
5 -1 0 -1 5,75 58 3,80 43,5
6 1 0 -1 4,78 48 3,93 25,00
7 -1 0 1 9,1 46 515 21,11
8 1 0 1 9,2 46 2,04 27,34
9 0 -1 -1 4,83 48 2,58 28,09
10 0 1 -1 5,07 51 1,38 48,75
11 0 -1 1 9,18 46 2,88 18,57
12 0 1 1 9,86 49 3,02 63,00
13 0 0 0 7,75 52 3,09 31,26
14 0 0 0 7,21 48 2,44 36,16
15 0 0 0 6,77 45 3,18 34,62

(*) Nota: T, — temperatura de saida, ST — concentracdo de maltodextrina, Qqim Vazéo de alimentacéo.
Fonte: (Préprio autor)
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Figura 8. 4 - Diagrama de pareto para o ajuste do modelo estatistico aos dados de umidade
dos pds de maltodextrina-esporos secos em spray-dryer a 90% de intervalo de confianca

A Temperatura
B Vazio

Termo

AA

AC

BB

BC

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3,0 3.5
Efeitos Padronizados

Fonte: (Prdprio autor)

Figura 8. 5 - Diagrama de pareto para o ajuste do modelo estatistico aos dados de viabilidade
dos conidios apos secagem em spray-dryer a 90% de intervalo de confianca.

Termo 2!015

AC

BC

AA

A Temperatura
B Vazdo

BB

AB

CcC

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Efeitos Padronizados

Fonte: (Prdprio autor)
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Tabela 8. 4 ANOVA para o ajuste do modelo quadratico aos dados experimentais de umidade
e viabilidade provenientes dos ensaios de secagem em spray-dryer.

Fonte GL SQ(Aj)) OM(Aj.) ValorF Valor-p
Umidade
Modelo 9 10,3722  1,15247 3,74 0,080
Erro 5 1,5401  0,30802
Falta de ajuste 3 1,2141  0,40468 2,48 0,300
Erro puro 2 0,3261  0,16303 * *
Total 14 11,9124
Viabilidade
Modelo 9 973,05 108,117 0,59 0,768
Erro 5 915,94 183,187
Falta de ajuste 3 903,38 301,126 47,96 0,020
Erro puro 2 12,56 6,279 * *
Total 14 1888,99

(*) GL.: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados residual; QM: quadrado médio dos residuos.
Fonte: (Préprio autor)

A umidade dos p6s pode ser considerada adequada para posterior armazenamento,
embora uma anélise de atividade de agua pudesse fornecer informagfes mais valiosas neste
sentido. A viabilidade foi baixa e serdo necessarios outros ensaios para se definir se a técnica
¢ adequada a este tipo de produto ou ndo. Possivelmente, o agente carreador poderia ser
avaliado para proporcionar maior protecdo aos esporos, bem como a quantidade de sélidos
totais. As temperaturas ficam limitadas a capacidade de secagem das particulas e ndo se prevé
gue possam ser reduzidas significatiavemente.

Horaczek; Viernstein, (2004), verificaram forte influéncia da temperatura sobre a
viabilidade a viabilidade dos esporos de Beauveria brongniartii, assim como observado nos
testes realizados neste trabalho. As temperaturas de saida do spray-dryer destes autores foram
expressivamente mais baixas das aqui empregadas, inferiores a 73%, e enquanto as
temperaturas de saida foram superiores a 53°C, a germinacdo foi superior a 90%, caindo
expressivamente acima desta temperatura. Ressalte-se que a vazdo de suspensdo empregada
pelos autores variou entre 1 e 4 mL/min, de modo a controlar a temperatura na saida do
secador, vazoes estas significativamente inferiores as aqui empregadas. Assim, considerando-
se as temperaturas de saida e as vazOGes de suspensdo aqui empregadas, as viabilidades
encontradas podem ser considerads promissoras. Kassa et al. (2004) também realizaram a
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secagem de esporos do fungo M. aniopliae obtidos por cultivo submerso (contendo 3% de
biomalte e 1% de extracto de levedura), utilizando um spray-dryer com temperatura de
entrada e saida de 64°C e 48°C, respectivamente, e como carreadores utilizaram leito em po e
melaco na proporgdo de 1:1, onde observaram apos 24 horas germinacédo de cerca de 90% dos
esporos, porém Kassa e colaboradores observaram uma diminui¢cdo na viabilidade dos
esporos. Ja Krall et al. (1997) relatam efeitos da secagem sobre a germinacdo e ndo na
viabilidade dos esporos. Krall e colaboradores observaram que 0s esporos secos demoraram
mais que o comum para germinarem, mas que a viabilidade foi praticamente a mesma de
esporos ndo secos. Os esporos utilizados por Krall e colaboradores foram obtidos por cultivo
liqguido compostoo por 2% de glicose, 2% de extrato de levedura, 1,5% ingreme e 0,2% de
Tween, que pode ter ajudado na protecdo dos blastosporos, no trabalho néo € relatado o uso

de carreadores junto a solucao de blastosporos.

8.4.Conclusao

O objetivo principal desta secdo foi extrair os esporos dos grdos do substrato,
podendo-se afirmar que uma das técnicas foi positiva, a de extracdo a seco, e que a outra,
extracdo com liquido e posterior secagem por spray-dryer, € promissora, mas carece de
melhor desenvolvimento.

A extracdo a seco em tambor rotativo proporcionou boa recuperagdo dos esporos. O
processo, de um modeo geral, é simples e ha uma reducdo expressiva no tempo de secagem e
extracdo dos graos, quando comparado aos processos convencionais encontrados na industria.

Na extracdo liquida seguida por secagem em spray-dryer, a viabilidade dos esporos foi
fortemente afetada pelas variaveis do processo, temperatura, vazdo de suspensdo e quantidade
de solidos totais, ficando em torno de 50%. A umidade dos pds secos, constituidos por
esporos, fracdes miceliais e maltodextrina, foi inferior a 5%, indicando boa perspectiva para o
posterior armazenamento dos pds. A técnica mostro-se promissora, mas ainda requer muitos

ajustes antes de ser considerada viavel.
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9. TRABALHOS FUTUROS

Com este trabalho foi possivel a abertura de novas vertentes ainda ndo conhecidas no
cultivo do fungo M. anisopliae e como sempre se deve ter continuidade, este trabalho indica s
seguintes etapas para obter melhorias e diminui¢cdo nos custos de produgdo dos esporos do
fungo M. anisopliae:

- Realizar testes em novos substratos, para que,com as informacgdes qui detalhadas da
preferencia do fungo se encontre um substrato parecido com as caracteristicas doo arroz tipo 1
e com menor valor de mercado.

- Também se recomenda testes em biorreator de leito empacto com dimenssdes
maiores e mais modulos.

- Outra linha de estudo aqui iniciada foi a abertura para modelagem matematica com
os dados de CO2, onde se indica, a geracdo de biomassa durante o pretiodo de cultivo, sendo
possivel assim obter dados de ampliacdo de escala de maneira a ndo influenciar no
desenvolviemrnto do microrganismo.

- Aumentar a amplitude das varidveis aqui pouco exploradas para extracdo de esporos
em tambor rotativo, onde se demosntrou se uma 6tima alternativa para extragdo dos esporos
agregados ao substrato.

- Outros testes a serem explorados € o de secagem de esporos em spray dryer, onde
aqui se indiciou que é possivel realizar, porém a quantidade de carreador utilizada neste
trabalho foi pouca, sendo necessario realizar novos testes aumentando a quantidade de

carreador.
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