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Resumo: Este trabalho tem como objetivo produzir esporos do fungo Metarhizium anisopliae utilizando
a técnica de fermentacdo em estado sélido com quirera de arroz, farelo de arroz e bagaco de cana — de —
acUcar. Para alcancar o objetivo deste trabalho realizou — se fermentagcBes em estado sélido em
embalagens de polipropileno 10x20 cm utilizando o fungo Metarhizium anisopliae ICB 425 cultivado no
periodo de dez dias. Foram utilizados diversos substratos como: arroz tipo 1, quirera de arroz e uma
mistura de farelo de arroz com bagaco de cana-de-acticar em diferentes propor¢des. Em todos os testes
houve esporulacdo do fungo, porém os melhores resultados encontrados, quando comparados as
concentracfes obtidas em arroz tipo 1 foi utilizando quirera de arroz, seguido de mistura de bagago de
cana - de — acucar com farelo de arroz (5/5).
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1. Introducéo

Nos altimos anos, a permuta dos inseticidas quimicos por bioinseticidas, tem se
tornado cada vez mais realidade nas lavouras. Vérios fatores tém motivado essa
permuta, o principal deles é a resisténcia aos produtos quimicos que 0s insetos tém
adquirido ao longo do tempo (ALMEIDA E BATISTA FILHO, 2001; FRAZZON et al.,
2000; LACEY et al. 2015).

Segundo Alves et. al (2008) fungos entomopatogénicos podem ser utilizados para
controle de diversas pragas, como: gafanhotos, moscas brancas, moscas, lagartas e
pulgdes. No Brasil a utilizagdo de bioinseticidas, ja acontece hd mais de cinquenta anos.
No inicio, as aplicacbes do fungo Metarhizium anisopliae eram para controle da
cigarrinha da folha da cana-de-acucar, e até os dias atuais o controle desta praga é a
principal motivacdo da aplicacdo do fungo Metarhizium anisopliae, a explicacdo para
este fato é a proibicdo das queimadas. Tal proibicdo favorece o desenvolvimento e
aumento de folhas nas plantacbes de cana-de-agUcar, consequentemente hd maior
manifestacdo da praga (LOUREIRO et al., 2012; OTTATI-DE-LIMA, 2007).

Existem diversos estudos que visam encontrar hospedeiros para o fungo
Metarhizium anisopliae, com a pretenséo de diminuir exponencialmente a quantia de
inseticidas quimicos na natureza, por exemplo, no combate ao carrapato Boophilus
microplus que é encontrado em bovinos, carrapato Ixodes ricinus encontrado em caes
(DIAZ et al., 2007; FRAZZON et al., 2000; WASSERMANN et. al 2016), controle de
Alphitobius diaperinus (Panzer) hospedeiro de aves e (ALVES et al. 2004; ARRUDA,
2005; POLAR et al. 2005); contra moscas (VAZQUEZ et al. 2015).

Segundo Schmidt et. al (2007), é necessaria uma concentragéo de 2x10%%/ha para
obter 88,4% de letalidade das pragas, ou seja, é necessario uma aplicacdo inundativa, o
que requer significativa quantidade de esporos, para aplicacédo efetiva contra as pragas
em lavouras.
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A producéo industrial de esporos do fungo é artesanal e desprovida de tecnologia,
resultando em um processo suscetivel a contaminagdes e perda de material. Na maioria
das industrias, a producéo é realizada com embalagens plasticas, o substrato utilizado é
0 arroz tipo 1, atualmente este é o processo utilizado na producdo da industria Oligos
Biotecnologia, de Sdo José do Rio Preto/SP (CUNHA et al. 2019).

A técnica utilizada pela maioria das biofabricas para cultivo do fungo
Metarhizium anisopliae, € a fermentacdo em estado sélido (FES), que consiste no
crescimento de microrganismos, sobre e entre uma matriz porosa umidificada,
lembrando que essa umidificacdo ndo pode exceder os limites de retencdo de agua do
substrato e também ndo pode exceder os limites 6timos de cultivo do fungo (DEL
BIANCHI et al., 2001; GERVAIS; MOLIN, 2003).

A FES tal como todas as técnicas, possui suas vantagens e desvantagens, dentre as
vantagens, podemos destacar menor quantidade de agua utilizada durante o periodo de
cultivo, gastos minimos com energia e riscos de contaminacBes menores, quando
comparado a técnica de fermentacdo liquida, como desvantagens podemos citar as
dificuldades de monitoramento, dificuldades no controle de diversas variaveis, como:
geracdo de calor metabdlico, dificuldade na mistura do meio de cultivo e periodos mais
longos de fermentagdo (COSTA, 2012; FARINAS et. al, 2011; RODRIGUES-
ZUNIGA et al. 2011).

Para utilizar a técnica de fermentacdo em estado sélido, a escolha do substrato €
de suma importancia, pois a mesma fornece todos grande ou parte dos nutrientes
necessarios para o desenvolvimento dos fungos. A porosidade que esse material possuli
€ muito importante, pois materiais com granulometria pequena podem favorecer a
compactagdo do meio de cultivo, dificultando a aeracdo durante o periodo de cultivo do
fungo, que € variavel, de acordo com o fungo utilizado (PANDEY, 2003).

Na fermentacdo em estado solido, geralmente utiliza — se residuos
agroindustriais, como: bagaco de cana-de-agUcar, bagago de laranja, quirera de arroz,
farelo de arroz, farelo de trigo, dentre outros (SANTOS, 2007). Atualmente, o substrato
utilizado para producdo do fungo Metarhizium anisopliae é o arroz tipo 1, elevando os
custos 0 processo, ressaltando que o arroz ndao é um residuo, ou um cereal de baixo
custo, o que diferencia de varias fermentacbes que fazem uso de residuos ou de
materiais de baixo custo para cultivo de fungos filamentosos como o fungo Metarhizium
anisopliae (CUNHA et al. 2019).

Com o objetivo de reduzir os custos de producdo do fungo Metarhizium
anisopliae, e também encontrar um substituto para o arroz tipo 1, esse trabalho objetiva
produzir esporos do fungo Metarhizium anisopliae, em quirera de arroz, farelo de arroz
e bagaco de cana-de-acucar com farelo de arroz.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Microrganismo

Foi utilizada a linhagem do fungo entomopatogénico M. anisopliae ICB 425,
fornecida pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo. No inicio dos experimentos, realizou-se
a estocagem do fungo, em tubos de ensaios com meio de batata-dextrose-agar (BDA)
(Acumedia, EUA). 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
cameras frias, com temperaturas controladas a 4°C, e utilizados nas repicagens para

V. 12, N°. 1, Abr/2020 Pdgina 18



Revista de Engenharia e Tecnologia ISSN 2176-7270

todos os ensaios realizados no presente trabalho.

Para a inoculacédo 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 alca de platina, para facilitar o desprendimento dos esporos. Foi fixada a
concentragio de 107 esporos/g seca de substrato em todos os ensaios, a contagem de
esporos ocorrm em Cémara de Neubauer, com ajuda de microscopia optica com lentes
de 40x de aumento.

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 dimensdes de 10x20
cm e os substratos utilizados s&o descritos na Tabela 2.1. Em todas as embalagens
foram acoplados bocais de PVC, nos quais foram acoplados tampdes de algodédo
envoltos por gaze, para garantir as trocas de gases e assegurar que ndo haja
contaminacdo. Para facilitar a aeracdo e garantir que ndo ocorra a aglomeracdo do
substrato, adicionou - se no interior das embalagens arames em forma espiral.

Tabela 2. 1 - Composi¢do dos substratos

Teste Substrato Proporgéao

(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-agucar e arroz tipo 1 2:8
6 Bagaco de cana-de-agUcar e arroz tipo 1 3:7
7 Bagaco de cana-de-acUcar e arroz tipo 1 4:6
8 Bagaco de cana-de-acgUcar e arroz tipo 1 55
9 Bagaco de cana-de-acgUcar e quirera de arroz 1:9
10 Bagaco de cana-de-acUcar e quirera de arroz 2:8
11 Bagaco de cana-de-acgUcar e quirera de arroz 3.7
12 Bagaco de cana-de-acUcar e quirera de arroz 4:6
13 Bagaco de cana-de-acgUcar 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-agucar e farelo de arroz 7:3
17 Bagaco de cana-de-acucar e farelo de arroz 6:4
18 Bagaco de cana-de-acgUcar e farelo de arroz 5:5

*amostra controle
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2.3 Condicéo 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). Para todos os testes utilizou -
se BOD (TE — 371, Tecnal, Brasil) na auséncia de luz.

2.4 Extracao de esporos

Para a extracdo dos esporos, foi utilizada solugdo Tween 80 a 0,1%, para cada 1
g de substrato seco 5 mL da solucdo. Apds a adicdo da solucdo Tween nas embalagens,
as mesmas foram dispostas em um banho metabolico 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.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3.1 sdo dispostos os resultados de Ce (concentragdo de esporos) ao
fim do cultivo do fungo em arroz tipo 1, quirera e farelo e em mistura destes substratos
com bagago de cana-de-acUcar. Nestes testes foi fixada a quantidade de 10 g de
substrato variando a proporcdo entre os substratos utilizados como descreve a Tabela
3.1 e também como pode ser visto nas Figuras 3.1a e 3.1b, as quais apresentam as
curvas de regressdo linear da (Ce) nas diferentes proporcbes de bagaco com altos
coeficientes de regressao (R2), ou seja, a estrutura afeta pouco a esporulacéo 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 o
aumento da concentracdo de bagaco na mistura, consequentemente ha aumento na Ce.

Na Tabela 3.1 também € possivel observar que quando foram utilizadas misturas
de farelo de arroz e bagaco houve aumento da Ce com o aumento da concentracdo de
bagaco, como mostra a Figura 3.1c. Essa elevacdo provavelmente ocorreu em virtude do
aumento da porosidade do leito, pois quando foi realizado o cultivo apenas com farelo,
houve a formacgdo de grandes aglomerados, diminuindo a area 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 aeracdo do sistema.

V. 12, N°. 1, Abr/2020 Pdgina 20



Revista de Engenharia e Tecnologia ISSN 2176-7270

Figura 3.1 - Curvas de regressao linear da concentracdo de esporos (Ce) nas diferentes
proporcOes de bagaco. a) bagago com arroz; b) bagaco com quirera; c¢) bagago com
farelo.
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Com os dados da Tabela 3.1 foi possivel observar os testes de cultivo com
quirera de arroz, onde o fungo se desenvolveu bem, poréem foi nitida a formagéo 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 3.1. Visivelmente os 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 esporulacao e assim reduzindo
0s custos de producdo de esporos do fungo M. anisopliae ICB 425.

Comparando-se a Ce produzidos com arroz e quirera sem bagaco, é possivel
observar uma reducédo de 5% quando a quirera foi utilizada, embora ndo haja diferenca
estatistica entre as médias pelo teste de Tukey a 95% de intervalo de confianga. No
entanto, quando foram utilizadas misturas de quirera e bagago com baixas proporc¢oes
de bagaco (testes 9 e 10 na Tabela 3.1), as concentracGes de esporos obtidas sdo
praticamente iguais as de arroz, explicitando que a melhora nas caracteristicas
estruturais do meio favorece a exposicdo de maiores areas de quirera ao ataque fangico.
Em proporcbes maiores de bagaco/quirera, as concentracbes de esporos diminuiram,
devido a diminuicdo da quantidade de substrato com o aumento de material inerte. Os
desvios padrédo que sdo dispostos na Tabela 5.2 indicam confianga na repetibilidade dos
testes realizados.

No arroz, o desenvolvimento do fungo ja € bem conhecido e descrito por Agale;
Gopalakrishnan; Ambhure, (2018); Méndez-Gonzélez et al., (2018); Freitas et al.,
(2014); Ottati-de-lima et al., (2010); Soundarapandian; Chandra, (2007). Santos, (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 esporulacdo do fungo, no qual
se obteve resultados com concentragdo de 10° esporos/gss de arroz. Arzumanov;
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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,
onde foi obtido Ce em 10° esporos/gss de arroz. Van 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 bacteriol6gica em propor¢des macicas de 8: 1: 1, o que favoreceu a
esporulacdo do fungo quando comparado aos outros substratos que foram utilizados
para cultivo do fungo como: gréo de trigo, farelo de trigo e farelo de arroz. Com 0s
dados da Tabela 3.1 também foi possivel observar que pequenas proporcdes de bagaco
de cana-de-acucar ndo demonstraram diminuicdo drastica na producdo de esporos, ou
seja, para um aumento de escala expressivo, a utilizacdo da proporcdo 9:1 seria
interessante.

Tabela 3.1 - Resultados das concentragdes de esporos ao fim do cultivo do fungo M.
anisopliae ICB 425 em embalagens plasticas com diversos tipos de substrato.

Teste Proporcéo Substrato Ce DP
(9) (108 esporos/mL)
1 10 Arroz tipo 1 8,03a 0,07
2 10 Quirera de arroz 7,61a8 0,14
3 10 Farelo de arroz 3,71pe 0,15
4 1:9 Bagaco e arroz 6,588 0,02
5 2:8 Bagaco e arroz 4,70cp 0,14
6 3.7 Bagaco e arroz 3,78cDpE 0,59
7 4.6 Bagaco e arroz 1,606 0,22
8 5:5 Bagaco e arroz 1,17¢ 0,38
9 1:9 Bagaco e quirera de arroz 8,84a 0,50
10 2:8 Bagaco e quirera de arroz 8,36a 0,28
11 3.7 Bagaco e quirera de arroz 4,96¢ 0,22
12 4:6 Bagaco e quirera de arroz 3,26€ 0,08
13 5:5 Bagaco e quirera de arroz 2,96eF 0,22
14 9:1 Bagaco e farelo de arroz 1,68c 0,56
15 8:2 Bagaco e farelo de arroz 1,69 0,21
16 7:3 Bagaco e farelo de arroz 1,73Fc 0,41
17 6:4 Bagaco e farelo de arroz 2,96gF 0,33
18 5:5 Bagaco e farelo de arroz 3,97c 0,09

(*) Letras diferentes nas linhas indicam que ha diferenga significativa entre as médias pelo teste
de Tukey ao nivel de 5 % de significancia
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Existem diversas pesquisas que buscam encontrar um substituto para o arroz tipo
1, porém ainda n&o foi encontrado algum substrato que seja completo como o arroz tipo
1 que é considerado ideal para 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 et al. (2016)
cultivaram o fungo em arroz parboilizado e obtiveram maiores concentragdes de
esporos quando comparado as concentracfes obtidas em arroz tipo 1; porém, como o
valor de arroz parboilizado é maior, é necessaria uma avaliagdo 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 trituracdo. Os autores
obtiveram as maiores concentragdes utilizando burgul, seguido do arroz parboilizado,
porém em virtude das etapas de preparagdo necessarias a obtencdo de burgul, o uso de
arroz parboilizado deve ser competitivo.

4. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel concluir que dentre os testes realizados em
embalagens plésticas com diferentes substratos e proporcées, os melhores resultados
foram com arroz e quirera. Também se concluiu que o uso de bagaco em pequenas
proporcdes junto ao arroz e quirera pode favorecer a esporulagdo do fungo evitando
compactacao e formacdo de aglomerados.
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