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RESUMO

Um dos maiores desafios da agricultura moderna € o aumento da produgéo agricola
sem comprometer a qualidade de seus produtos, do solo e dos recursos hidricos, e
manter a diversidade de plantas, animais e microrganismos. A resisténcia dos
insetos praga a inseticidas é crescente no Brasil e exige o uso integrado de outros
métodos que nao somente os quimicos. O controle biolégico com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae vem se destacando como o principal
método de biocontrole de insetos que causam prejuizo econdmico quando presente
nos cultivos agricolas como cultivo de milho, soja, cana-de-agticar dentre outros.
Esse fungo pode ser produzido em meio sélido utilizando-se arroz pré-cozido como
substrato, mais devido a produgcdo em menor quantidade por esse método faz-se
necessario o aprimoramento das técnicas vigentes e o desenvolvimento de novos
processos que permitam a producdo em larga escala desse fungo, o controle das
variaveis do processo de produgdo como temperatura e pH, de forma a manter a
qualidade e reduzir os custos. Este trabalho teve como objetivo testar diferentes
meios de cultura para a produgdo do fungo M. anisopliae em fermentacgdo liquida,
avaliando qual composicdo do meio produzia maior quantidade de blastosporos e
peso seco de biomassa fungica. Foram realizados testes em menor escala em
frascos Erlenmeyers mantidos sob agitacdo constante em incubadora refrigerada. O
meio que obteve maior crescimento de blastosporos de Metarhizium anisopliae foi o
meio a base de rapadura, levedo de cerveja e ureia, cuja relagao de C:N foi de 11:1.
A concentragdo de blastosporos obtida foi de 9,7 x 10° blastosporos. mL™ e 0,7
mg/mL de biomassa flingica seca. Este meio que mais obteve crescimento de
blastosporos de M. anisopliae foi selecionado para o experimento de maior escala
no biorreator pneumatico composto de 63 L de meio e 70 g de conidios do fungo
presente no produto Metarril WP E9 da fabricante Koppert do Brasil. Neste cultivo a
concentragdo maxima de blastosporos obtida foi de 1,8 x 10® blastosporos. mL™" e
0,192 g/mL de biomassa seca. Estes resultados demonstram a viabilidade da
producdo de blastosporos de M. anisopliae em fermentagédo liquida no biorreator

pneumatico de baixo custo.

Palavras chaves: Metarhizium anisopliae; blastosporos; conidios; fermentagéo

liquida; Fungos entomopatogénicos.
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1. INTRODUGAO

O controle biolégico vem sendo utilizado para o combate de pragas e
patégenos por meio de inimigos naturais. E um processo que envolve plantas,
espécies fitéfagas, parasitdides, predadores e entomopatégenos, bem como suas
interacées, promovendo o equilibrio entre os organismos que compdem os
ecossistemas. Entre os microrganismos patogénicos com aplicacdo potencial em
controle biolégico destacam-se os fungos filamentosos. Quando comparados a
outros sistemas utilizados em controle biolégico, como bactérias produtoras de
toxinas, protozoarios e virus, os fungos apresentam como vantagem um mecanismo
especializado de infecgdo, que ocorre pela sua penetracdo ativa nos hospedeiros,
nao dependendo, assim, da sua ingestao para que se inicie o processo de infecgdo.
O maior entrave para a utilizagdo de fungos filamentosos no controle bioldgico € o
grande lapso de tempo entre a sua aplicagdo e a morte dos hospedeiros, se

comparados com os métodos de controle quimicos (FRANCESCHINI et al, 2001).

Os fungos, para serem utilizados no controle microbiano de pragas como
inseticidas biolégicos, precisam ser manipulados em laboratério, testados quanto a
sua eficiéncia e viabilidade e estar disponiveis em grandes quantidades (SANTOS et
al, 2009). A producéo em escala industrial de fungos entomopatogénicos representa
uma etapa critica e limitante no desenvolvimento de um programa de controle
microbiano para uma determinada praga. A pesquisa de novas metodologias de
sistemas de producdo € muito importante para tornar o controle microbiano de
pragas economicamente viavel para ser aplicado em grandes areas (TANZINI,
2002).

Os géneros Metarhizium e Beauveria sdo os mais estudados e utilizados no
Brasil, devido a ampla gama de insetos que podem ser controlados por estes, e
também pela facilidade de produgao em laboratério (ALMEIDA & MACHADO, 2006).
Estima-se que anualmente sdo produzidos 5 mil toneladas do fungo Metarhizium
anisopliae. Nos ultimos dois anos foram economizados R$ 60 milhées pelo setor
sucroenergético devido ao uso do controle bioldgico com esse fungo, além da

reducdo do impacto ambiental. Entre 2014 e 2015 foram tratados cerca de um



milhdo de hectares de cana no Brasil. Com essas 5 mil toneladas de fungo
produzido é possivel fazer o controle biolégico da cigarrinha em um milhdo de
hectares de cana-de-acucar (ALMEIDA, 2017).

Para a producdo de biocontroles a partir de fungos, na maioria deles o
ingrediente ativo €& a fase conidial, oriundo da reprodugédo assexuada do
microrganismo. Esses podem estar associados a ingredientes inertes ou utilizados
isoladamente. Estado disponiveis no mercado nacional formulagdes granuladas (G),
pés-molhaveis (WP) e suspensbes concentradas em o6leo emulsionaveis (SC),
(BETTIOL E MORANDI, 2009). O processo industrial atualmente se baseia no cultivo
do fungo em meio sélido utilizando-se diversos substratos fontes de carbono e
nitrogénio, sendo o arroz o substrato mais utilizado neste cultivo sélido, em que o
fungo coloniza esses substratos e produz conidios aéreos. Entretanto, este processo
apresenta dificuldades de padronizagdo de diversos fatores, como gradiente de

temperatura, pH, umidade, concentragé@o do substrato e tensdo de O2.

A producdo em meio liquido permite a producdo do fungo em larga escala e é
possivel realizar o controle de diversas varidveis como pH, temperatura, aeracdo, de
forma a otimizar o processo e reduzir o risco de contaminagao. Quando tratamos de
producdo de fungos entomopatogénicos em fermentacdo liquida, € importante
ressaltar que neste método de producdo obtém-se principalmente uma massa
micelial, sendo necessaria uma fase seguinte, visando a formacao do estagio
infectivo, que pode ser no proprio meio ou sobre o micélio formulado e aplicado no
campo. A producdo de conidios submersos é geralmente estimulada pelo aumento
na proporcao C:N (LEITE et al., 2003).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

2.1.1. Produzir o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em biorreator

pneumatico de baixo custo.



2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Produzir o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em frascos

Erlenmeyers e em biorreator do tipo pneumatico de baixo custo.

2.2.2 Testar diferentes fontes de carbono e nitrogénio para avaliar qual meio produz

maior quantidade de blastosporos e peso seco de biomassa.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fungos Entomopatogénicos

O controle biolégico com entomopatdgenos pode ser definido como o uso de
fungos, virus, bactérias, nematdides e protozoarios no controle de insetos-praga. Os
fungos entomopatogénicos tém como hospedeiros primarios os afideos, gafanhotos,
moscas, besouros, lagartas, tripes e acaros. Possuem largo espectro de agéo,
capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar, com
frequéncia, epizootias em condi¢es naturais. Esses patégenos também se diferem
de outros grupos por ter a capacidade de infectar todos os estagios de

desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES et al., 2008).

Os fungos invadem os insetos por diversas vias, principalmente atraves da
cuticula ou pele (tegumento). Uma vez dentro dos insetos, os fungos multiplicam-se
rapidamente por todo o corpo. A morte é causada pela destruicdo dos tecidos e,
ocasionalmente, pelas toxinas produzidas pelos fungos. Os fungos
entomopatogénicos frequentemente emergem do corpo dos insetos, produzem
esporos que, quando espalhados pelo vento, chuva ou contato com outros insetos,
podem causar uma epizootia. Os insetos infectados param de alimentar e tomam-se
mais lentos. Estes morrem relativamente rapido, as vezes em uma posigéo ereta,
mas ainda presos na folha ou no ramo. O corpo do inseto morto pode ser firme e de
consisténcia emborrachada ou de aparéncia oca. Por vezes observam-se insetos
mortos de cor creme, verde, avermelhada ou marrom, em consequéncia do
crescimento do fungo, quer seja envolvendo o corpo do hospedeiro, quer seja saindo

das juntas dos segmentos do corpo (ALVES et al., 2008).



No inseto, o ciclo biolégico dos fungos entomopatogénicos apresenta duas
fases: uma saprébia e outra parasitaria. Na fase saprobia, o ciclo pode se iniciar com
a germinacdo de conidios, emitindo um ou mais tubos germinativos, que se
diferenciam em hifas, que se conduzem num intricado sistema de entrelacamento,
constituindo-se em micélio onde surgem os conidiéforos. Na extremidade destes,
diferenciam-se as fialiades, que produzem no &pice, conidios. Esses conidios
germinam e forma os apressoérios 0s quais penetram no hospedeiro por agao

mecanica e enzimatica.

Os blastosporos séo as formas vegetativas do fungo produzidas naturalmente
na hemocele do hospedeiro (FANG et al., 2010). Apesar de apresentar vantagens
em relacdo a conidios como rapida germinacédo e multiplicacédo, estudos iniciais
apontam esses propagulos como menos resistentes a fatores estressantes, como o
calor e a radiacao UV-B (OTTATI-DE-LIMA et al., 2014). A Figura 1 mostra o ciclo
biolégico dos fungos entomopatogénicos, onde se observam as formas que este

fungo se apresenta.

O sucesso do uso de fungos no controle bioldgico depende de ter o isolado
que seja ativo contra o inseto-alvo, dependendo do estagio de vida deste inseto e da

umidade.
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Figura 1 - Ciclo bioldgico de fungos entomopatogénicos. Fonte: MASCARIN; PAULI, 2010.

As vantagens dos blastosporos em relagcdo aos conidios incluem a

germinacao que pode ser até quatro vezes mais rapida do que a de conidios, alta



infectividade (VEGA et al, 1999), e a facilidade de produgdo de elevadas
concentragdes de blastosporos (JACKSON; JARONSKI, 2009). A menor toleréncia a
fatores de estresse em relagdo aos conidios e menor estabilidade podem ser
superados com uma adequada formulagdo dos blastosporos que pode proteger

esses propagulos desses efeitos.

3.2 O fungo Metarhizium anisopliae

M. anisopliae € um fungo ascomiceto descoberto inicialmente de insetos
mortos (Anisoplia austriaca) na Ucrania em 1879 por METSCHNIKOFF. M.
anisopliae foi o primeiro fungo a ser produzido em larga escala e utilizado no
combate de insetos pragas (STEINHAUS, 1975). Desde entao ja foram relatadas
mais de 300 espécies de hospedeiros artropodes infectadas por este fungo, o qual &
um dos entomopatégenos mais comumente isolado a partir de insetos (CHARLEY,
1991). Apresenta distribuicdo geografica mundial e € conhecido como o causador da
infeccao fungica chamada green muscardine, baseada na incrustacédo dos

cadaveres de artropodes com conidios verdes.

O género Metarhizium foi considerado um complexo de espécies. Com base
em estudos morfolégicos e moleculares de filogenia multigénica, chegou-se a
conclusdo da existéncia de nove espécies distintas, distribuidas em diferentes
continentes, sendo elas as seguintes: M. anisopliae, M. guizhouense, M.
pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. globosum, M. brunneum e M.
robertsii (Bischoff et al., 2009).

Uma das familias de proteinas que parece estar diretamente envolvida na
patogenicidade de M. anisopliae sdo as quitinases. Estas enzimas sédo responsaveis
pela dissolugdo do exoesqueleto quitinoso dos hospedeiros, além de apresentarem
funcao estrutural, morfolégica, autolitica e nuticional em fungos (ADAMS, 2004). A
Figura 2 mostra artrépodes como o carrapato bovino e percevejo sendo recobertos

por conidios de M. anisopliae.



Figura 2. Cadaveres de artropodes recobertos por conidios de coloragéo verdes apos
infecgdo por M. anisopliae. Fémea do carrapato bovino Riphicephalus microplus (A) e fémea do

percevejo manchador do algodéo Dysdercus peruvianus (B). Fonte: JUNGE, 2010.

Este fungo apresenta a capacidade de infectar uma ampla diversidade de
hospedeiros artrépodes utilizando um mecanismo de infecgdo complexo e eficiente.
O mecanismo que caracteriza a interagédo de M. anisopliae com seus hospedeiros
tem sido alvo de abordagens experimentais diversas em niveis molecular, celular,
bioquimico e fisiolégico que visam a elucidacdo deste processo (ROBERTS e
LEGER, 2004

O desenvolvimento do Metarhizium anisopliae ocorre normalmente na faixa
de temperatura entre 15 e 32°C e pH entre 2,0 e 8,5, sendo que a temperatura e pH
6timos sado entre 24° e 30° e 6,9, respectivamente (ALVES, 2008).

Existe uma infinidade de insetos que sdo susceptiveis a acdo do M.
anisopliae. A Tabela 1 demonstra algumas da espécie hospedeiras do Metarhizium

anisopliae.




Tabela 1. Espécies de artropodes susceptiveis a infeccdo por M. anisopliae, Ordem

e familia e breve descricao.

Espécie hospedeira

[Ordem: Familia]

Descricao

Anopheles gambiae
Culex quinquefasciatus
Musca domestica
Glossina spp.
Ceratitis capitata
Zaprionus indianus
Anastrepha ludens
Dysdercus peruvianus
Mahanarva fimbriolata
M. posticata
Bemisia tabaci
Triatoma infestans
Vatiga illudens
Deois flavopicta
Tetranychus evansi
Hypothenemus hampei
Diploschema rotundicolle

Blatella germanica

[Diptera: Culicidae]
[Diptera: Culicidae]
[Diptera: Muscidae]
[Diptera: Glossinidag]
[Diptera: Tephritidae]
[Diptera: Drosophilidae]
[Diptera: Tephritidae]
[Hemiptera: Pyrrhocoridae]
[Hemiptera: Cercopidae]
[Hemiptera: Cercopidae]
[Hemiptera: Aleyrodidage]
[Hemiptera: Reduviidae]
[Hemiptera: Tingidae]
[Homoptera: Cercopidae]
[Acarina: Tetranychidae]
[Coleoptera: Scolytidae]
[Coleoptera:Cerambycidae]

[Dyctioptera: Blatellidae]

Vetor da malaria
Transmissor da filariose
Mosca
Mosca Tse-tsé
Mosca das frutas
Mosca-do-figo
Mosca das frutas mexicanas
Percevejo manchador do algodéo
Cigarrinha da raiz da cana-de-agucar
Cigarrinha da folha da cana-de-acucar
Mosca branca do tabaco
Transmissor da doenca de chagas
Percevejo-da-renda
Cigarrinha das pastagens
Acaro vermelho
Broca do café
Broca dos citrus

Barata

3.3 Producgéao de Fungos Entomopatogénicos

Fonte: JUNGE, 2010

O desenvolvimento de tecnologias de produgdo em larga escala destes

fungos continua sendo um fator criticamente importante, embora as técnicas de

fermentacgao bifasica que provém altos rendimentos de conidios estaveis ja sdo um

grande avanco.



A composicdo do meio tem uma estreita relagdo com uso e a qualidade do
fungo produzido, pois pode influenciar o tipo, o formato e a quantidade de propagulo
produzido. As técnicas de produgdo de fungos entomopatogénicos devem ser de
baixo custo e permitir a obtengao de alta concentragéo de formas viaveis e virulentas
do patégeno que possam ser formuladas e utilizadas para o controle de pragas
(Leite et al., 2003). Um meio de cultura deve possuir uma fonte de carbono e de
nitrogénio, sais minerais e alguns fatores de crescimento. Assim, dependendo do
tipo de propagulo desejado e da espécie a ser produzida, os fungos podem ser
produzidos sobre meios artificiais utilizando-se trés métodos: a) meios liquidos; b)

meios sdlidos; c) fermentagao bifasica (Alves, 1998).

A diversidade de fontes de C e N tem sido bastante explorada no
desenvolvimento de meios de cultura, especialmente de meios complexos a base de
produtos naturais. Entretanto, estudos mais recentes tém mostrado que a proporgao
C: N é também um importante fator a ser considerado no desenvolvimento de meios
de cultura, principalmente de meios liquidos que visam a produgdo de formas
submersas (Leite et at., 2003). Um meio balanceado deveré conter cerca de dez
vezes mais carbono do que nitrogénio. O primeiro € necessario como fonte de
energia, enquanto que o segundo é essencial na sintese de componentes celulares,
tais como acidos nucléicos e quitina. Por sua vez, o fésforo é necessario na sintese
de acidos nucléicos e ATP (CARLILE e WATKINSON, 1994). A fonte de carbono &
essencial no meio de cultivo, pois fornece o elemento mais importante para a
construcdo das células, o carbono, que compde cerca de 50% da biomassa seca,
além de suprir a energia necessaria para movimentar o metabolismo do
microrganismo. As fontes de carbono mais utilizadas sdo amido, glicose e diversos

outros acucares (Leite et al., 2003).

Entre as fontes de nitrogénio, produtos complexos como milhocina, extrato de
levedura, peptonas hidrolisadas ou digeridas de semente de algodao, proteinas de
leite e farinha de soja vém sendo aplicados com sucesso na composi¢éo de meios
de cultura para produgéo de blastosporos por fermentacéo submersa (MASCARIN et
al., 201%).



De modo geral, todos esses processos de fermentagéo tém sido utilizados em
escala experimental e industrial para a obtencéo de diversos tipos de propagulos
fungicos. No entanto, o processo mais usado para a producgdo industrial desses

microrganismos tem sido o da fermentacgéao sélida (Alves et al., 2008).

Na producéo de conidios em meio soélido o fungo é produzido na superficie do
meio sélido, dentro de diferentes recipientes conforme o objetivo e escala comercial.
Para a producédo de conidios em larga escala, tém sido utilizados como fonte de
carbono produtos vegetais de baixo custo, especialmente gréos de arroz (Leite et al.,
2003).

Na produgéo de M. anisopliae em meio liquido permite-se um melhor controle
das condigdes fisicas e nutricionais exigidas pelo organismo. Na produgdo de
blastosporos, corpos hifais e micélio tém sido avaliados como componentes de meio
de cultura, além das fontes de C e N, também sais, componentes especificos e
aditivos (Leite et al., 2003). As principais dificuldades desse processo sao obtengbes
de meios de cultura adequados que nado afetem a viruléncia; determinagbes das
condicées de desenvolvimento e esporulagéo; e prevengdo das contaminagdes
secundarias. A grande vantagem é a obtencdo de elevadas quantidades de

biomassa em um pequeno espaco fisico e em pouco tempo (ALVES, 1998).

3.4 Biorreator Pneumatico

Biorreatores pneumaticos sédo caracterizados pela auséncia de partes moveis,
tornando desnecessaria a presenga de trabalho de eixo para promover a mistura do
sistema fermentativo. A homogeneizagédo do meio é feita exclusivamente através da
injecdo de gas, em geral ar ou ar enriquecido com oxigénio em cultivos aerébios.
Essa injecéo é realizada por via de um aspersor localizado na base da coluna. Em
comparagdo com o modelo convencional tipo tanque agitado e aerado, esta
modalidade de biorreator, é capaz de transferir oxigénio com menor consumo de
energia, além de facilitar fatores relacionados a implementacdo do sistema, como o

projeto, construgdo e aumento de escala.
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Enquanto um biorreator pneumatico do tipo coluna de bolhas opera
exclusivamente com a gaseificagdo do meio de cultivo, os modelos de circulagdo
interna (airlift) sdo projetados para que o fluido recircule pelo sistema, facilitando a
homogeneizacdo. Verifica-se, entdo, duas regides distintas: uma regido de
escoamento ascendente (riser) e regido de escoamento descendente (downcomer)
(CHISTI, 1989). A figura 3 abaixo mostra um tipo de biorreator pneumatico que € o

biorreator do tipo “air lift":

.%-' ol ;5
o ¥” IS0 {FLLIXO PARA BAX0
- o '.o e e ©
b > = . j?: LU0 PARA CMA)
° ° - . &
'°.C e 9T 9
ool . & - O
a°. » - b 'OO
o &t psmRmDoR
i 9 . }:- e o
(a) (b)

Figura 3. Esquema de biorreatores air lift com recirculagdo interna (a) e externa (b)
Fonte: Adaptado de Chisti (1989)

4. METODOLOGIA
4.1 Local
Os experimentos foram realizados no Laboratério Biotecnolégico; Laboratoério

de Destilacdo e Fermentacdo e de Microbiologia na Universidade Federal de S&o

Jodo del-Rei Campus Alto Paraopeba em Ouro Branco — MG.
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4.2 Microrganismo utilizado

Foram utilizados conidios do fungo Metarhizium anisopliae, presentes no
produto Metarrii WP E9 que foram gentilmente cedidos pela empresa Koppert do
Brasil. O produto se encontrava na forma de p6 molhavel contendo cerca de 1,38 x

10® conidios/g.

e Caracteristicas do produto:

METARRIL® ¢é um inseticida microbiolégico composto de linhagem
selecionada do fungo Metarhizium anisopliae, denominada ESALQ E9. Certificado
pelo IBD, foi o primeiro inseticida bioldgico para controle de cigarrinhas em cana-de-
acucar registrado no Brasil. O produto € ideal para o manejo integrado de pragas,

preservando os inimigos naturais e podendo ser associado a outras tecnologias.

Figura 4 - Metarril WP E9. Fonte: KOPPERT: http://koppert.com.br/produtos/metarril/

O preparo do inéculo seguiu as recomendagdes do fabricante: Para 1 Kg do produto
utiliza 5 litros de agua para suspender o inoculo. Foi utilizado um baldo volumétrico
contendo 5 mL de agua destilada e 1 g do produto. Dessa suspenséao obtida 1 mL foi
adicionado em cada Erlenmeyer de 250 mL utilizado para os testes e para a

amostragem em branco.

4.3 Testes em frascos Erlenmeyers

4.3.1 Meios de cultura

Foram avaliados diferentes fontes de carbono, sais e nitrogénio para o

crescimento e desenvolvimento do fungo. As fontes foram analisadas a partir de

ensaios isolados em frascos Erlenmeyers antes de realizar o teste em maior escala
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no biorreator aerado. Realizou-se o experimento em frascos Erlenmeyers de 250 mL
de capacidade. Os meios utilizados foram compostos & base de carbono, nitrogénio,
proteinas e sais minerais. As fontes de carbono testadas foram farinha de milho,
batata e rapadura. Utilizou-se o levedo de cerveja por ser um componente rico em
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do fungo, e a ureia em todos os
meios como fonte de nitrogénio. Apos a filiragem dos meios de cultura, em bomba a
vacuo acoplada a um funil de Buchner, adicionaram-se 100 mL de cada um dos
meios ja filtrados nos respectivos Erlenmeyers, (com excecgdo da uréia que degrada
ao ser esterilizada). Em seguida estes Erlenmeyers contendo os meios foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 20 min. Apo6s a esterilizacdo dos meios de
cultivo, adicionou-se em capela de fluxo laminar o in6culo contendo conidios do
fungo M. anisopliae e a ureia em todos os frascos de Erlenmeyers (com excegéo do
frasco utilizado como amostragem em branco que n&o continha o in6culo).

Para manter a relacdo de carbono e nitrogénio acima de 10: 1 como citado
na literatura para obtencdo de maior quantidade de blastosporos, quantificou-se com
base na literatura e no roétulo dos insumos (rapadura, farinha de milho e levedo de
cerveja), o valor de carbono e nitrogénio presentes em cada meio. Os dados obtidos

estdo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2 — Composicdo de Carbono e Nitrogénio em 100 g de porgéo dos componentes utilizados

nos meios de cultivo

Insumo Quantidade (em grama) de Quantidade de Nitrogénio
Carbono em 100 g de porcao (em grama) em 100 g de
porgao
Levedo de Cerveja 40 6,88
(NATURALLE)
Rapadura 70 o
(SAO MIGUEL)
Farinha de Milho 76 1,29
(PACHA) R
Ureia - 45
(FONTE: MACHADO, 2002)
Batata Inglesa 17 0,19

(FONTE: FONSECA et al,
2015)
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Com base nesses valores de carbono e nitrogénio presentes em cada insumo foi
possivel escolher os meios presentes em cada Erlenmeyer para manter a relacdo
C:N de cerca de 10:1. As composicdes dos meios e a relagéo C:N estdo descritos na
Tabela 3:

Tabela 3: Composicdo dos 5 meios utilizados nos frascos Erlenmeyers e suas relacdes de C: N

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5
Agua 1L 1L 1L 1L 1L
Rapadura 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L
Farinha de milho 15 g/L 15 g/L
Levedo de cerveja 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L
Batata 40 g/L 40 g/L
Ureia 5g/L 5g/L 54g/L 5g/L 5g/L
Quantidade de C 25¢ 31,8g 36,449 43,29 25g
Quantidade de N 2,259 2,25¢g 2,259 2,25¢g 2,259
Relagao C:N 11:1 14:1 16:1 19:1 ¥ i |

No preparo do inéculo a ser adicionado nos Erlenmeyers utilizou-se um baldo
volumétrico contendo 5 mL de agua destilada e 1 grama do produto Metarril
contendo conidios do fungo. Cada frasco foi inoculado com 1mL dessa suspenséo
preparada, contendo 2,4 Xx 10® conidios do M. anisopliae. Apés o processo de
inoculagdo em capela de fluxo laminar os frascos de erlenmeyers foram
acondicionados em incubadora refrigerada Shaker (NOVA TECNICA), programada
para agitacao de 200 rpm, por 7 dias a 25°C.
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4.3.2 Contagem de esporos

No 7° dia apés o processo de inoculacao do fungo foi retirado uma amostra de
1 mL de cada um dos meios + fungo ( com exce¢do do meio 5 que néo continha o
indculo e foi utilizado para uma amostragem em branco) em condi¢des assépticas e
transferidas para 9 mL de solucao salina com Tween 1% (NaCl P.A.: 9,0 g; agua
destilada: 1000 mL e Tween 80: 0,1mL). Foi feita uma diluicdo em série até 10
Essas amostras foram utilizadas para medir a concentragdo de blastosporos
produzidos utilizando-se a Camara de Neubauer (NEW OPTICS) 0,0025 mm?, e a
contagem de esporos foi realizada com o auxilio de um microscoépio 6ptico (MOTIC)

em aumento de 400 vezes.
4.3.3 Peso seco da biomassa

Para a analise do peso seco da biomassa no 7° dia de fermentagdo os meios
contendo a biomassa foram filtrados com o auxilio de um compressor de bomba a
vacuo (LIMATEC - LT25) acoplada a um funil de Buchner, forrado com disco de
papel filtro qualitativo de 8 cm de didmetro. O peso seco foi determinado pela
secagem do papel filtro previamente pesado, contendo a biomassa em estufa
(SOLAB CIENTIFICA) regulada para 50°C por 24° C e depois novamente pesado.

4.4 Producdao do Metarhizium anisopliae em biorreator pneumatico de baixo

custo

Para a producdo no biorreator pneumatico, utilizou-se o meio de cultivo que
mais obteve crescimento em menor escala no Erlenmeyer que foi o meio 1
composto a base de levedo de cerveja 10 g/L, rapadura 30 g/L, e ureia 5 g/L. Faram
adicionados 63 litros de agua potavel nesse biorreator e corrigido o pH para 6,5 com

o uso de 5 mL acido fosférico e 20 g de bicarbonato de sédio.

Aferiu-se a temperatura em que se encontrava o meio no interior do
biorreator, com o auxilio de um termémetro de mercurio. A temperatura durante todo

o processo ficou em cerca de 24°C e 26°C com o auxilio de um termostato. Na
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composigdo do meio adicionaram-se a este biorreator 315 g de ureia, 1890 g de
Rapadura (que foi fatiada em tamanhos de cerca de 1 cm com o auxilio de um
ralador) e em seguida acrescentaram-se 630 g de Levedo de Cerveja. Foi feita uma
homogeneizacao deste meio por meio de um misturador de plastico. Em seguida
adicionaram-se 70 g do produto Metarril contendo aproximadamente 9,94 x 10™
conidios, no biorreator contendo o meio de cultivo. Para manter a aeragéao do meio
foi utilizado um compressor (INALATEC PLUS- NEVONI) presente em aparelhos de
nebulizacdo ligados na tomada de 220 V. Todos os dias foram medidos a
concentracdo de blastosporos em Camara de Neubauer, o pH e a temperatura em
que se encontrava os cultivo. No 7° dia do cultivo foi determinado o peso seco da

biomassa.
4.5 Cultivo do Metarhizium anisopliae em meio Sabouraud Dextrose Agar

Ao 7° dia transcorrido do crescimento do M. anisopliae no biorreator
pneumatico foi retirado uma amostra de 1mL do meio de cultivo. Em uma capela de
fluxo laminar espalhou-se com o uso de uma alga de Drigalski 100 pL do meio
contendo inéculos do fungo por toda a superficie de placas de Petri contendo o meio
Sabouraud Dextrose Agar (dextrose 40 g/L, Agar 15 g/L, Peptona 5,0 g/L, extrato de
caseina 5,0 g/L) — Fabricante KASVI, para analise da morfologia da colénia do M.
anisopliae. Utilizaram-se 6 placas de Petri que permaneceram por 7 dias a

temperatura ambiente.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Testes em Erlemeyers

O pH da agua utilizado foi ajustado para aproximadamente 7,0, que € o ideal
para o desenvolvimento desse tipo de fungo. No inicio o pH da agua era de 7,12
foram adicionados 200uL de acido fosférico como fonte fésforo, e o pH registrado
por meio do Phmetro foi de 2,68. Adicionou-se 1 g de bicarbonato de sddio e o pH
registrado foi de 7,08, o ideal para se adicionar os constituintes dos meios e o

indculo. A figura 5 abaixo mostra os frascos de Erlenmeyers com os meios ja
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filtrados a vacuo e com o indculo, antes de serem acondicionados na incubadora

Shaker e no 7° dia ap6s a inoculacéo.

Figura 5 a) 1° dia de agitacdo dos Frascos Erlenmeyers contendo os meios de cultura e indculo com

excecdo do meio 5 contendo apenas meio de cultura. b) 7° dia apds a inoculagdo. Fonte: Autoria

propria.

5.1.1 Contagem de blastosporos e Rendimento calculado em Erlenmeyer

A Figura 6 mostra a concentracdo de blastosporos obtida com uma média das
contagens em triplicatas, partindo da concentracéo de conidios inicial de 2,4 x 10°

conidios/ mL.

“ Concentracdo de blastoporos (x 108) de Metarhizium anisopliae

£ (células/mL)

jol)

3 15 )

2 9,7 x10 e

- ’ 6

§ g 10 T ———— 6,4 x10 o——

2 5 ¢ ——).

S

g 0 T T T T T T T T 1

8 0 0,5 il 1,5 2 25 3 3,5 4 4,5
Meios de cultivo

Figura 6) Concentragao de blastosporos produzidos nos diferentes meios de cultivo.
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O meio que mais obteve o crescimento de blastosporos foi o meio 1 a base de
rapadura e ureia como fonte de carbono e nitrogénio. O rendimento obtido para cada
um dos meios partindo da concentracéo inicial de 2,6 x 10° conidios/mL foram de

4,04; 3,46; 2,60; 2,17 para os meios 1, 2, 3 e 4 respectivamente.

O meio sem a presencga de inéculo foi utilizado como uma amostragem em
branco devido a indisponibilidade do uso do Shaker para realizar o branco de cada
meio e as triplicatas adequadas. Neste meio 5 que ndo continha o in6culo foi
observada a presenca de células leveduriformes, devido ao levedo de cerveja, mais
ndo a presenca de blastosporos do fungo. A Figura 7 mostra a contagem de

blastosporos no 2° dia de inoculagéo do M. anisopliae.
E- - =

T > conidios de

E:%: e L5 M.anisopliae

0

blastosporos de M.
anisopliae

N

Figura 7 — Contagem de blastosporos em microscopia 6ptica em aumento de 400 vezes, diluig&o 10"

em &gua destilada, NaCl e Tween 1%. Fonte: Autoria propria

5.1.2 Peso Seco da Biomassa

Ao fim do 7° dia de cultivo, os meios foram filtrados a vacuo e dispostos em
papel filtro previamente pesado. Acondicionaram-se os papéis filtro contendo os
meios, na estufa a 50°C por 24hs. Em seguida mediu-se novamente a massa do
papel filtro contendo o meio. O peso seco obtido para cada meio nos frasco
Erlenmeyers (1,2,3, e 4) foram: 0,7 mg.ml™; 0,6 mg.ml™ ; 0,6 mg.mI" e 0,4 mg.ml" g
respectivamente.

O meio 1 foi 0 que mais obteve biomassa seca o que confirma a contagem de
blastosporos por microscopia. O meio 1 a base de rapadura continha carbono na
forma de dissacarideos, ja os meios a base de batata e farinha de milho, possuiam

carbono na forma de polimeros. O que pode ter ocasionado uma menor producédo de
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biomassa nos meios a base de carbono na forma de polimeros € a preferéncia dos
meios a base de dissacarideos pelo fungo, devido a uma maior facilidade na quebra
dessas moléculas para obtencédo de energia. A dificuldade na quebra de moléculas
maiores como farinha de milho e batata para obtencaéo de carbono e o possivel
excesso de carbono nesses meios podem ter ocasionado o menor crescimento

fungico.

5.2 Procedimento realizado no biorreator pneumatico de baixo custo

O meio que mais obteve formacao de blastosporos nos testes em Erlenmeyers foi o
meio a base de rapadura, levedo de cerveja e ureia. Esta composicdo do meio foi
reproduzida novamente em maior escala no biorreator. A figura 8 abaixo mostra o

biorreator utilizado e o médulo interno mostrando o injetor de ar na parte inferior.

Figura 8a) Biorreator pneumatico utilizado para cultivo em meio liquido Fonte: Autoria prépria.b)

Maédulo interno mostrando o injetor de ar na parte inferior. Fonte: Soares, 2017

5.2.1 Contagem de blastosporos e peso seco da biomassa

A concentracdo de indculo inicial no biorreator aerado era de 1,58x 10°
conidios/ mL. No 2° dia de cultivo a concentragdo de blastosporos foi de 3,38 x 10”.
No 3° 4° 5° 6° e 7° dia de cultivo as concentragbes de blastosporos foram
respectivamente: 4,19 x 107; 5,2 x 107; 1,0 x 10% 1,8 x 10% e 1,2 x 10°. Foi medido o
pH no decorrer dos dias de cultivo que variou entre 6,8 e 7,0 e a temperatura ficou
entre 24° e 26°C. A Figura 9 mostra a concentragdo de blastosporos no decorrer de

uma semana de cultivo no biorreator.
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Concentracdo de blastoporos de Metarhizium anisopliae
(células/mL)
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Figura 9. Concentrag&o de blastosporos (x 10 ) de M. anisopliae no decorrer de 7 dias de cultivo.

As maiores concentracbes de blastosporos de M. anisopliae foram
observadas no 6° dia de cultivo, na temperatura de 24°C e pH de 6,8. A
concentragdo obtida no 6° dia foi de 1,8 x 10® blastosporos/mL. A partir do 6° dia
houve uma redugao do numero de blastosporos para 1,2 x 108. Isto pode ser devido
ao inicio da escassez dos constituintes do meio, consumido pelos blastosporos. Foi
observado um cheiro referente a degradacéo da ureia bem intenso entre os dias 6 e
7 de cultivo. Isto acontece devido a uma concentragdo em excesso de nitrogénio o
que leva a liberagdo de gas de ambnio, podendo ser téxico para metabolismo do
fungo quando em excesso, pois Segundo Leite et al. (2003), o excesso de nitrogénio
em um meio de cultura pode inibir o crescimento do fungo devido ao acumulo de

metabolitos.
5.2.2 Peso seco da biomassa

No 7° dia de cultivo, 250 mL de meio de cultivo foram filtrados a vacuo e
dispostos em papel filtro presente em estufa a 50°C 24 hs. O peso seco obtido no 7°
dia de cultivo foi de 0,192 g.mL™". A figura 10 abaixo mostra 250 mL de meio retirado

do biorreator antes da analise do peso seco
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Figura 10) 250 mL de meio obtido no 7° dia de cultivo do M. anisopliae em biorreator aerado. Fonte:
Autoria propria.

5.2.3 Cultivo de Metarhizium anisopliae em meio Sabouraud Dextrose Agar

A Figura abaixo mostra o cultivo dos blastosporos de Metarhizium anisopliae,
obtidos no 7° dia de cultivo em meio Sabouraud Dextrose Agar (dextrose 40 g/L,
Agar 15 g/L, Peptona 5,0 g/L, extrato de caseina 5,0 g/L) — Fabricante KASVI.

Figura 11 a) e b) Placas de cultivo com meio Agar Dextrose Sabouraud e colénia do fungo

Metarhizum anisopliae. Fonte: Autoria propria

As coldnias de Metarhizium anisopliae apresentaram coloragdo que variou de
verde acinzentado até verde escuro (oliva). Estas caracteristicas foram observadas
por Yip et al (1992), que estudaram 204 culturas de Metarhizium anisopliae, isolados
de solos da pastagem da Tasmania, onde todos os isolados apresentaram cor
variando entre acinzentado, cinza escuro e verde escuro. Os conidios de M.

anisopliae apresentam parede espessa e lisa, sdo hialinos quando vistos
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isoladamente e a massa conidial apresenta coloragdo esverdeada e com uma
protuberancia no interior. A cor da coldnia foi observada por ser um carater estavel
e é considerada uma caracteristica confiavel para separacao de isolados (Yip et al,
1992).

5.2.4 Calculo de area Irrigada pelo Biorreator Pneumatico de baixo custo

O produto Metarril contém cerca de 1,39 x 10° conidios viaveis/ g. Seguindo a
recomendacdo do Laboratério Koppert do Brasil, 500 g do produto Metarril servem para

serem aplicados em 1 hectare = 10.000 m”.

Ou seja necessita-se de 6,95 x 10" conidios para irrigar uma area de 10.000 m?.

Produziram-se no 6° dia de cultivo no biorreator pneumatico de baixo custo 1,8 x 108
blastosporos/mL. Em 63.000 mL de meio foram obtidos 1,13x 10" blastosporos de
Metarhizium anisopliae. Essa quantidade de blastosporos obteve-se com 70 g de produto

utilizado.

Essa quantidade de blastosporos produzida de 1,13 x 10" serve para irrigar uma area

equivalente a:

6,95 x 10" cemeeeee 1 hectare = 10.000 m?
1A3% 10" oo (X)
(X)= 162 hectares

Ou seja 70 g de produto Metarril que foram utilizados para o cultivo de blastosporos de
Metarhizium anisopliae em biorreator de baixo custo dariam para aplicar em uma area

equivalente a 162 hectares.

A desvantagem seria em relagdo ao produto final que seria na forma de blastosporos de M.
anisopliae, nao tao infectivo e resistente quanto os conidios presentes no produto Metarril. O

préximo passo seria realizar teste de patogenicidade desses blastosporos em insetos.
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6. CONCLUSAO

Apesar de existirem algumas dificuldades praticas para a produgéo de fungos
em meios liquidos, esse método tem grandes vantagens no que se refere a
facilidade de aplicagdo em condigbes de campo, pois o produto ja se encontra
pronto para ser colocado no pulverizador a ser utilizado, evitando-se com isso os
gastos com mao-de-obra para a lavagem do material, como & feito quando
produzido em meio soélido de arroz. Neste trabalho, o meio de cultivo que mais
favoreceu o crescimento de blastosporos de Metarhizium anisopliae foi 0 meio com
balanceamento de carbono e nitrogénio de 11:1 composto de Rapadura 30 g/L, ureia
5 g/L e Levedo de cerveja 10 g/L. O biorreator aerado utilizado mostrou ser util para
a producao de grandes quantidades de biomassa fungica em um curto periodo de
tempo. Este biorreator permitiu o controle das variaveis do processo como pH e
temperatura e obteve uma quantidade satisfatéria de blastosporos produzidos de
1,8 x 108 blastosporos/mL com rendimento de cerca de 110 vezes superior em
relacdo a concentracdo de indculo inicial que foi de 1,58x 10° conidios/ mL. O peso
seco obtido foi de 0,192 g/mL o que mostra uma elevada quantidade de biomassa
fungica por mL de meio. A obtencdo de meios simples e de baixo custo para o
desenvolvimento desse fungo permite que o agricultor possa desenvolver e
aperfeicoar a produgao desse fungo em sua propria fazenda, com insumos dos seus
préprios cultivos o que o torna bastante viavel para ser aplicado nos cultivos

agricolas como método de biocontrole.
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