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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da carga do arroz tipo 1 na
esporulacdo do fungo Metarhizium anisopliae em embalagens plasticas. Com objetivo de
otimizar e gerar economia no processo de producdo de esporos do fungo realizou — se teste
em embalagens plasticas de polipropileno com diferentes tamanhos comportando diferentes
cargas de arroz. Observou — se com os resultados obtidos que é possivel produzir esporos
em embalagens plasticas com altos niveis de cargas, porém com embalagens apropriadas e
de tamanho ideal para fornecer aeragéo e evitar constipacdo das embalagens.
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Palavras chaves: Metarhizium anisopliae, Cultivo em Estado Solido, Esporo, Embalagem
Plastica.

ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the influence of the type 1 rice load on sporulation
of the fungus Metarhizium anisopliae in plastic packaging. With the objective of optimizing
and generating savings in the fungus spore production process, polypropylene plastic
packages with different sizes with different loads of rice were tested. It was observed with
the results that it is possible to produce spores in plastic packages with high levels of loads,
however with appropriate packages and of ideal size to provide aeration and to avoid
constipation of the packages.

Key words: Metarhizium anisopliae, Solid State Crop, Spore, Plastic Packaging.

1 INTRODUCAO

A substituicdo ou diminuicdo do uso de agrotoxicos na agricultura por fungos
entomopatogénicos vem se tornando comum, uma vez que a sociedade tem buscado
alimentos saudaveis e pela alta eficiéncia destes fungos no combate a pragas agricolas
(Almeida, J. E. M., Batista Filho, 2001; Lacey et al., 2015; Paula et al., 2000).

Existem muitos fungos que séo utilizados como bioinseticidas, tais como Metarhizium
anisopliae, M. flavoride e Beauveria bassiana, que tém apresentado éxito no combate de
pragas diversas, como as cigarrinhas da cana-de-acUcar (Mahanarva posticata e M.
fimbriolata), de gafanhotos (Schistocerca pallens, Stiphra robusta e Rhammatocerus
schistocercoides), da broca-do-café Hypothenemus hampei e de cupins do género
Cornitermes (Cunha, 2018). Atualmente os fungos entomopatogénicos representam cerca de
10% dos agentes bioldgicos para controle de pragas no mundo e mais de 60% na América
Latina, dos quais 33% sdo M. anisopliae e 32% B. bassiana (Nishi e Sato, 2017).

Atualmente, a maior utilizacdo de M. anisoliae € no combate as cigarrinhas da cana-
de-acucar, pois com a proibicdo da queima da cana nos canaviais no Estado de Sao Paulo, e
consequente acumulo de palha nos campos, ocorre aumento expressivo da praga. Segundo
(Castro et al., 2016), no Brasil mais de 2 milhGes de hectares de cana — de — acglcar séo
tratados com M. anisplaie, de modo que desde 2015, o pais se tornou portador do maior
programa de controle de pragas utilizando bioinseticidas (Alonso-Diaz et al., 2007; Castro et
al., 2016; Galindo-Velasco et al., 2015; Loureiro et al., 2012; Paula et al., 2000; Santos et al.,
2017; Shin et al, 2016). Define-se M. anisopliae como um fungo filamentoso,
entomopatogénico e acaricida (Driver et al., 2000; Hu e Leger, 2002; Wang et al., 2016). A

temperatura 6tima de cultivo é de 28°C (Dorta e Arcas, 1998; Polar et al., 2005) e varios
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autores realizaram diversos testes para verificar a influéncia da temperatura na esporulacéo,
relatando que quando o fungo é exposto a temperaturas acima e abaixo de suas condigdes
Gtimas tem sua esporulacéo reduzida (Keyser et al., 2014; Lanza et al., 2009).

Para que se obtenha sucesso na aplicacdo do fungo € necessario realizar a aplicacao
inundativa, para isso se faz necessario sua producdo em larga escala. Porém, 0s processos
industriais deste fungo ainda sdo artesanais e desprovidos de tecnologia e controles
sofisticados de processo. Muitas informagdes que podem afetar diretamente o crescimento
micelial do fungo e sua esporulacdo sdo pouco conhecidas e controladas, tais como aeracao,
pH e umidade que podem afetar diretamente o crescimento micelial do fungo e sua
esporulacdo (Schmidt et al., 2007).

Na industria, o processo de producéo de esporos em geral ocorre com uso da técnica de
fermentacdo em estado sélido (FES), tendo arroz tipo 1 como substrato (Jenkins et al., 1998),
que é pesado e adicionado em embalagens plasticas com capacidade para até 500 gramas de
arroz cru. A seguir, o arroz é umidificado, autoclavado e, apos resfriamento, inoculado em
camera de fluxo laminar. A incubacdo é realizada em salas climatizadas e as embalagens
ficam dispostas em prateleiras por 15 dias. Apos o periodo de cultivo, o arroz é retirado das
embalagens para empacotamento em embalagens maiores ou para extracdo dos esporos dos
gréos (CUNHA, 2016).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da carga de arroz tipo 1 na
producdo de esporos do fungo M. anisopliae em embalagens plasticas. Para isso realizou — se
o cultivo do fungo com diferentes cargas e tamanhos de embalagens. Os resultados aqui

apresentados serdo Uteis a industriais que produzem comercialmente o microrganismo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MICRORGANISMO

Foi utilizado o fungo M. anisopliae da linhagem 425, fornecido pelo Instituto
Biologico de Sdo Paulo. Inicialmente, fez-se 0 armazenamento do fungo em tubos de ensaio
com meio de batata-dextrose-agar (BDA). Apods o desenvolvimento do fungo, foi adicionado
6leo mineral para a formacdo de uma camada protetora sobre a colénia. Em seguida, 0s
tubos foram mantidos a 4°C, sendo posteriormente utilizados nas repicagens para 0s ensaios
posteriores. A repicagem do fungo foi realizada em frascos Erlenmeyers inclinados,
contendo 50 mL de meio de cultivo BDA, sendo cultivado em camera DBO a 28°C durante
15 dias.
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Para o preparo do inéculo, adicionou-se solucdo Tween 80 a 0,1% aos frascos
Erlenmeyer e, com o auxilio de uma al¢a de platina, raspou — se a superficie da col6nia para
facilitar o desprendimento dos esporos. Foi retirada uma aliquota da suspensdo resultante e
determinada a concentracdo de esporos em microscopio 6tico de 40x de magnificacdo, co
auxilio de uma camara de Neubauer, ajustando-se posteriormente a concentracio de 10’

esporos/grama de substrato de solido seco para todos 0s ensaios.

2.2 FERMENTACAO EM EMBALAGENS DE POLIPROPILENO

Os ensaios de cultivo do fungo foram realizados em embalagens plasticas contendo
10g, 50g, 100g, 2509, 500g, 750g e 1000g de substrato. Utilizou - se embalagens plasticas
com duas dimensdes, de 10x20 cm e de 30x40cm. Nas embalagens com 10x20 cm,
realizaram — se ensaios com cargas de 10g e 509 de substrato e nas embalagens de 30x40 cm
com as cargas de 10g, 50g, 100g, 250g, 500g, 750g e 1000g, sendo arroz tipo 1 utilizado
como substrato, adquirido no comércio local. As embalagens com dimensdes de 30x40 cm
sdo equivalentes as utilizadas em biofabricas, como é o caso da empresa Oligos
Biotecnologia de S&o Joseé do Rio Preto-SP.

Em todas as embalagens foram acoplados bocais de PVC, nos quais foram colocados
tampdes de algoddo envolto por gaze para garantir as trocas de gases e assegurar que nao
haja contaminacdo. Para facilitar a aeracdo e que ndo ocorra a aglomeracdo do substrato, foi
colocado no interior das embalagens arames em forma espiral. Os cultivos foram realizados
por 10 dias.

Geralmente as biofabricas trabalham com embalagens contendo massas variadas. A
empresa citada anteriormente opera com embalagens contendo 500g de substrato, portanto.
Assim, neste trabalho, a massa de 10g objetiva minimizar possiveis gradientes de
temperatura e umidade no meio de cultivo, representando uma condicdo ideal de cultivo,
enquanto que a massa de 1000g sugere uma situacdo limite, para a qual os gradientes seriam

consideraveis e acabariam afetando o metabolismo microbiano e a produc¢éo de esporos.

2.3. EXTRACAO DE ESPOROS

Para a extracdo dos esporos utilizou — se solucdo Tween 80 a 0,1% e para cada 1 g de
substrato seco foi utilizado 5 mL da solucdo. Apds a adicdo da solugdo, as embalagens foram
dispostas em um banho metabdlico com agitacéo reciprocante (Marconi, Piracicaba, Brasil),

permanecendo em agitacdo de 120 ciclos por minuto por 50 minutos.
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Apobs o término do tempo de extracdo, coletou-se 1,5 mL da suspensdo para posterior
contagem dos esporos em camara de Neubauer.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo empregadas estatisticas
descritivas para interpretar os resultados. Aos dados foi aplicada uma andlise de variancia e
as médias foram comparadas através do teste de Tukey a 95% de nivel de confianga,
empregando-se o software Minitab 18.1 (Minitab Inc., State College, EUA)

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas Tabelas 3.1 e 3.2 sdo apresentados os resultados de concentragdo de esporos (Ce)
de M. anisopliae, seus respectivos desvios padréo (DP) e coeficientes de variacao (CV), para
as embalagens de 10x20 cm e 30x40 cm, respectivamente.

Na Tabela 3.1 observa-se que os testes realizados nas embalagens de 10x20 cm
contendo 10g de arroz seco forneceram concentracéo de esporos superior aos realizados com
50 g de substrato, o que foi confirmado pelo teste de Tukey de comparagdo entre medias.
Esta diferenca a favor da menor carga de arroz pode ter ocorrido em virtude da maior
aeracdo e também pela disposicdo do substrato na embalagem, que formava uma fina
camada do meio de cultivo na embalagem, expondo uma maior area superficial do arroz ao
ataque fungico. Ja os ensaios realizados com 50g nesta embalagem representaram um
preenchimento de quase 85% de sua capacidade, levando a uma diminuicdo na aeragdo e
também aglomeracdo do substrato, diminuindo a porosidade do meio de cultivo. Quanto aos
coeficientes de variacdo, nota-se que ha aumento da variabilidade dos ensaios com o
aumento da carga, indicando a dificuldade de adaptacdo do microrganismo ao meio de
cultivo quando pouco espaco livre é deixado acima do leito de particulas (headspace) para
aeracdo do cultivo.

Na Tabela 3.2 apresentam-se 0s resultados dos cultivos realizados nas embalagens
plasticas de 30x40 cm, podendo-se observar que ha uma faixa de ocupacéo 6tima de arroz na
embalagem, de acordo com o teste de Tukey, indo de 100g a 500g, decaindo para cargas

menores e decaindo ainda mais para cargas maiores.
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Tabela 3.1: ConcentracOes de esporos apds 10 dias de cultivo em embalagens plasticas.com dimensdes

de 10x20 cm.
Carga de substrato | C.(10%mL) | DP (10%/mL) CV (%)
10g 842" 0,44 5.2
509 6,088 0,56 9,2

(*) Ce: concentragdo de esporos; DP — desvio padréo; CV — coeficiente de variagéo
(CV = DPIC¢). Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga
significativa entre médias, de acordo com o teste de Tukey a 95% de indice de

confianca.

Tabela 3.2: Concentragdes de esporos apos 10 dias de cultivo em embalagens plasticas.com dimensGes de

30x40 cm.
Carga de substrato | C.(10%/mL) | DP (10%/mL) CV (%)

10g 6,008 0,55 9,2

509 6,847C 0,49 7.2
100g 7,467 0,34 46
2509 6,408 0,14 2,2
500g 7,204 0,45 6,3
7509 3,01¢ 0,30 10,0
1000g 1,35P 0,17 12,6

(*) Ce: concentragdo de esporos; DP — desvio padrdo; CV — coeficiente de variagéo
(CV = DPIC¢). Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga
significativa entre médias, de acordo com o teste de Tukey a 95% de indice de

confianca.

Nesta embalagem de maior tamanho, a carga de 500 g corresponde a 45% do volume
da embalagem e cargas maiores resultam em pequenos headspaces, 0 que impacta
negativamente o cultivo, como discutido anteriormente. Outro aspecto que pode ter
influenciado a formacdo de biomassa fungica e producdo de esporos sdo 0S provaveis
gradientes de temperatura no interior das embalagens. A concentracdo de esporos para a
5009 de arroz foi mais do que cinco vezes maior do que para 1000g. No entanto, ha que se
considerar a produtividade do processo, pois com a massa de 1000g seria possivel dobrar a
quantidade total de esporos no mesmo periodo de 10 dias de cultivo. Ainda assim, o cultivo
com embalagens contendo 500g de substrato seria vantajoso. Quanto a baixa producdo de

esporos com cargas inferiores a 250g, acredita-se que o grande headspace favoreceu o
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ressecamento do substrato. Note-se que os coeficientes de variagdo refletem a tendéncia de
melhor adaptacdo do microrganismo para a faixa entre 100g e 500g de carga.

4 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que deve haver a formacdo de um sobre espago (headspace) de
cerca de 50% do volume total da embalagem para que haja boa adaptacdo do fungo
Metarhizium anisopliae a0 meio de cultivo. Volumes excessivos comprometem a troca de

gases de respiracdo, comprometendo a produgéo de esporos.
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