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RESUMO

Os fungos foram os primeiros patogenos de insetos utilizados no controle microbiano.
Esses endopatogenos sdo estudados no Brasil ha mais de sessenta anos, todavia, somente
depois de 1964, com a ocorréncia epzoética de Metarhizium anisopliae em cigarrinhas da
cana de agucar, que os fungos receberam mais atencao. Através de técnicas laboratoriais €
possivel selecionar fungos altamente virulentos, com o objetivo de utilizagdo como
bioinseticida. O fungo Metarhizium anisopliae ¢ utilizado como bioinseticida
especialmente contra gafanhotos, sua principal vantagem é ndo causar danos ao meio
ambiente como os inseticidas tradicionais, bem como o custo menos elevado.

O objetivo deste trabatho foi estudar as melhores condi¢des de cultivo do fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae maximizando sua concentragao celular. Foram
acompanhados durante a fermentagdo, o pH, o crescimento da massa celular e 0 consumo
de glicose. O pH estabilizou-se em torno de 3.0, tornando-se acido durante a fermentag@o .

O Meio de Cultua utilizados para a fermentagdo do bolor, Meio de Cultura 1,
contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 /L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),
Sulfato de Aménio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (5,0 e 10,0 g/L).O fungo cresceu bem
com meios numa concentragdo de glicose 20,0 g/L e fosfato de potassio 5,0 g/L. O
crescimento do fungo durante a fermentagdo foi na forma de “pellets”. O meio relacionado
a composi¢do apresentava uma coloracéo amarelada de intensidade média, o que facilitava
a visualizacdo das pequenas esferas que formavam o crescimento do fungo ao longo do
tempo.

Durante todos os ensaios realizados observou-se o consumo de substrato no decorrer
do tempo, com consegiiente crescimento celular. O fator de rendimento que relaciona a
variagio da massa celular e a variago do agtcar consumido demonstrou que houve

crescimento, sendo a média para os ensaios realizados de Y= 0,587.

Palavras-chave: Bioinseticida, Metarhizium anisopliae, Fermentagao de bolores.
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1-INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos de tamanhos e formas variadas.Podem ser
unicelulares, como no caso das leveduras, ou constituidos de um conjunto de filamentos
de micélio, por sua vez compostos de células denominadas hifas, com parede
constituida quimicamente de quitina e/ou celulose, além de outros agucares, como
glucanas. As hifas podem ter um ou mais niicleos, contidos na mesma célula hifal, ou
apresentar os niicleos em uma massa citoplasmatica continua sem 0s septos transversais
(micélio conicitico).

Esses agentes foram os primeiros patogenos de insetos a serem utilizados no
controle microbiano.A maioria dos géneros de fungos endopatogenos ji relatados
ocorrem no Brasil, sendo que, desses 20 incidem sobre pragas que causam perdas
econdmicas. A ocorréncia desses fungos em condigdes naturais tem sido em varios
paises um fator importante na redugdo das populagSes de pragas. Alguns fungos so
patogenos de largo espectro, capazes de atacar insetos aquaticos e fitofagos que vivem
na parte aérea da planta e no solo, podendo causar epizootias naturais. Podem infectar
diferentes estagios dos hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo esta
caracteristica desejavel e muito peculiar deste grupo, alguns sdo virulentos e a maioria é
altamente especializada na penetragdo via tegumento, o que os coloca em vantagem
frente a outros grupos de patégenos que so conseguem penetrar no inseto via oral.

Estima-se que existam aproximadamente 1 milhdo de espécies de insetos, de um
total de mais de 2.5 milhdes, que provavelmente ocorram sobre a Terra.Desse total,
cerca de 10% podem ser considerados pragas agricolas ou pragas urbanas (CADATAL
et al, 1970). Mais de setecentas espécies de fungos ja foram encontradas parasitando
insetos ou mantendo com estes outros tipos de interagdes.

De acordo com ALVES (1985), fungos como Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae podem ser especificos ou causar doengas em um grande numero de

hospedeiros.

1.1-Metarhizium anisopliae

O género Metarhizium esté classificado dentro da Subdivisdo Deuteromicotina,
Classe Hifomicetos e na Familia Moniliaceae (HERREIRA & ULLOA, 1998); outros

géneros importantes representados na mesma classificagdo  sdo: Aspergillus,



Paecilommyces e Beauveria, todos podendo ter como hospedeiros os insetos (ALVES,
1983).

Os endopatdgenos vem sendo estudados no Brasil h4 mais de sessenta anos,
contudo foi somente a partir de meados dos anos sessenta, com a ocorréncia epzodtica
de Metarhizium anisopliae sobre as cigarrinhas da cana-de-aglicar, que os fungos
receberam mais aten¢do dos pesquisadores (ALVES, 1995).

Em artigo recente de FRAZAO et al (2000) ficou demonstrada a vantagem do
Metarhizium anisopliae var.Acridum com relagdo a Beauveria bassiana em esporulagdo
realizadas em cadaveres de gafanhotos.

Um programa muito conhecido no pais de utilizagdo do fungo € o controle da
cigarrinha Mahanarva posticata em cana-de-agucar com M.anisopliae.Em 1987, foram
tratados 130.000 hectares de cana-de-aglicar com este patdgeno.Mais recentemente a
ESALQ-USP vem desenvolvendo e demonstrando a possibilidade de uso deste fungo no
combate de carrapatos, pernilongos, baratas e pragas de grdos armazenados, conforme
relatos de ALVES (1998).

1.2- O ciclo das relac¢des fungo-hospedeiro

O ciclo das relagdes fungo-hospedeiro depende das condi¢des ambientais, como:
temperatura, umidade, luz, radiagdo ultravioleta, assim como as condi¢Ses nutricionais e
suscetibilidade do hospedeiro, apresentando as seguintes fases:

A adesio representa um evento complexo, sendo o primeiro do ciclo das relagoes
fungo-hospedeiro, que ocorre apds a deposi¢do do fungo sobre o inseto e visa a
preparagdo do local para a fase de penetragéo.

Os mecanismos envolvidos na adesdo ainda ndo sio totalmente conhecidos.Para
alguns fungos, a adesdo parece ser um processo simples, mas, para outros, esse
fendmeno s6 pode ser explicado através de interagdes moleculares entre o patogeno € a
superficie do hospedeiro que lhe servira de alimento (ALVES, 1986).

Durante a germinagio, encontrando condi¢des favoraveis de umidade, tempo, pH,
oxigénio e nutrigdo, o fungo germina sobre o inseto, produzido um tubo germinativo.As
condigdes Otimas para germinacdo dependem da espécie e da origem dos isolados.De
modo geral, em condi¢des de laboratorio, a germinagdo pode ocorrer no minimo em 12

horas, a uma temperatura de 23 a 30°C e umidade relativa acima de 90% .Isolados de



M.anisopliae especifico para escarabeideos necessitam de elevados niveis de nutrientes
nitrogenados para germinago (ST. LEGER et al.1992).

Na extremidade do tubo germinativo ocorre uma dilatagdo das hifas, formando
uma estrutura denominada apressorio. Ocorre, nesta fase, a migragio do conteudo
citoplasmético para o tubo germinativo, transformando este local em um centro de
elevada atividade metabolica que se caracteriza pela presenga de mitocondrias,
ribossomos e outros componentes nucleares. Essa estrutura ocorre em Beauveria.,
Metarhizium, Erynia, Neozygites, mas pode também se formar de modo caracteristico
em determinadas condi¢des. Para N, rileyi e outros fungos que normalmente nao
produzem apressorio pode se formar uma massa mucilaginosa ao redor do tubo
germinativo, a qual também teria funcdo de adesdo e de facilitar a produgdo de
enzimas.Para alguns fungos pode ocorrer uma reunido de varias hifas, dando origem a
uma estrutura apressorial que tem agfo na penetragdo do fungo (ALVES, 1986).

A formagdo de grampo de penetragdo ocorre na parte inferior do apressorio
podendo ocorrer uma diferenciagdo da hifa, tornando-a mais fina e saliente, que teria a
fungfo de iniciar o processo de penetragdo da epicuticula e procuticula do tegumento do
inseto. Nem todos os fungos apresentam essa estrutura muito caracteristica.

Na penetragdo estdo envolvidos dois processos principais, 0 fisico, devido a
pressio da hifa terminal que rompe as 4reas membranosas ou esclerosas, e o quimico,
resultante da elaboragdo de enzimas (proteases, lipases e quitinases), as quais facilitam a
penetracio mecanica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo. Na area da
procuticula, ao redor do local de penetragdo, aparecem sintomas de histolise
(decomposicio do tecido por agdo enzimatica). Algumas enzimas podem estar
correlacionadas com a agressividade de certos fungos para determinados hospedeiros,
porém a morte do inseto é ocasionada por uma série complexa de eventos, 0 que
dificulta o estudo dessa correlagdo (ALVES, 1986).

O aparelho bucal, espirdculo, anus, sifio respiratério e tarsos sdo locais de
penetragdo, porem as membranas intersegmentais do abdome sdo tidas como a porta de
entrada mais comum para os fungos em geral.

A partir de penetragdo inicia-se o processo de colonizagio do hospedeiro pelo
fungo. A hifa que penetra sofre um engrossamento € se ramifica inicialmente no
tegumento do inseto € posteriormente na hemocele. Normalmente ndo ocorre grande

crescimento hifal dentro do inseto antes de sua morte.No inseto morto, o fungo cresce



interiormente e todos os tecidos sdo penetrados por hifas filamentosas.Néo ocorre a
desintegracdo dos tecidos por microrganismo saprofitos que vivem dentro € sobre o
inseto, porque o patégeno secreta substancia antibiotica, como a oosporina, responsavel
pela coloragio rosa dos cadaveres.A colonizacdo dos diversos Orgdos apresenta,
provavelmente a seguinte seqiiéncia: corpos gordurosos, sistema digestivo tubos de
Malphighi, hipoderme e sistema nervoso, musculos e traquéias.Durante 0 processo de
colonizagdo, o fungo secreta substancias toxicas que podem afetar as células e as
reacdes do hospedeiro. Também, durante esse estagio, 0s hospedeiros desencadeiam na
hemocele as suas reacdes celulares e humorais de defesa contra a presenga do fungo,
tais como encapsulagio, nodulagdo e outras (ALVES, 1986).

O tempo para colonizagio pode variar de 72 a 120 horas, dependendo do inseto,
patogeno e das condi¢des ambientais.

Os sintomas iniciais da doenga podem aparecer como manchas escuras nas pernas,
regides intersegmentais ou distribuidas por todo tegumento.O inseto cessa a
alimentagdo, ficando fraco, apresenta sintomas de paralisia, perde a coordenagdo dos
movimentos e fica desorientado.Posteriormente, o tegumento torna-se réseo (no caso de
B. bassiana e M. anisopliae infectando lagartas), para depois o inseto adquirir a
coloragdo esbranquigada, devido ao crescimento do micélio (HERLICH, et al 1975).

Ap6s a morte do inseto que ocorre entre dois e oito dias apds a inoculagdo (alguns
inseto como cupins, baratas etc, quando submetidos a elevado potencial de inoculo
podem morrer em um periodo de 12 a 24 horas) as hifas comegam a emergir pelos
espiraculos e usando pressdo mecanica saem através das areas mais fracas (regido
intersegmentar) depois pela cuticula mais grossa. O micélio cobre toda a superficie do
corpo, iniciando pelos espiraculos e areas intersegmentais.

A morte ocorre devido a producdo de micotoxina, mudanga patologica na
hemocele, agdo histolitica, bloqueio mecanico do aparelho digestivo devido ao
crescimento do micélio e do inicio do processo de esporulagdo do fungo (LEUCONA,
1986).

Os cadaveres de cigarrinhas, lagartas e percevejos, parasitados pelo fungo

M.anisopliae apresentam coloragdo verde oliva, ou verde acinzentado.



2-OBJETIVOS

Este trabalho apresenta como principais objetivos.

_ Verificar a influéncia de diferentes concentragdes de glicose e fosfato de

potassio na produgio de massa celular de Metarhizium anisopliae;

- Testar diferentes condi¢des operacionais durante as fermentagoes, definindo as

melhores para seu cultivo;

- Verificar o pH ideal para o melhor crescimento;

- Estabelecer um padrdo ideal de cultivo que possibilite a posterior utilizagdo no

mercado de um bioinseticida eficiente.



3-MATERIAL E METODOS

3.1- Microrganismo

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae NRRL 3220 foi obtido da colecdo de
culturas Tropicais da Fundagdo de Pesquisa e Tecnologia André Tosello, de Campinas,
SP, na forma liofilizada.

Mesriitius asopion Fhote B har

Figura 1- placa com o fungo Metarhizium anisopliae
3.2- Meios de Cultura

-Agar Sabouraud Dextrosado (g/L):
Peptona de Carne (5,0 g/L), Glucose (20,0 g/L), Agar (15,0 g/L).

- Meio de Cultura 1:
Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),
Sulfato de Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (5,0 g/L).

- Meio de cultura 2:
Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),
Sulfato de Amonio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (10,0 g/L).

O meio foi preparado adicionando-se 1000 mL de 4gua destilada.
Apbs a homogeneizagdo destas substancias, foram esterilizados em autoclave por

20 minutos a 121°C.



3.3- Preparagio do Agar

A cepa do fungo Metarhizim anisopliae foi aberto e suspenso em
aproximadamente 3 mL de 4gua destilada e esterilizada. Em seguida com o auxilio de
uma pipeta efetuada a inoculagdo em tubos de ensaio previamente autoclavados e
tampados com chumago de algoddo, contendo 10 mL de Agar Sabouraud Dextrosado, o
qual foi solidificado em tubos de ensaio inclinados para aumentar a érea superficial,
sendo todo o procedimento realizado em cimara de fluxo laminar.

Apds esta primeira etapa o micrbrganismo era mantido em estoque e ativo, para
tanto foram feitos repiques a cada 2 meses.Para a realizagio do repique, um tubo de
ensaio contendo o fungo em cultura pura era aberto e suspenso em dgua destilada e
esterilizada. Com o auxilio de uma alca de platina previamente flambada raspava-se
levemente a superficie, posteriormente com o uso de uma pipeta graduada, transferia-se
cerca de 0,5 mL desta suspensdo para outros tubos de ensaio contendo também 10mL de
Agar Sabouraud Dextrosado, solidificado na posi¢do inclinada, e autoclavados, sendo os
mesmos tampados com chumago de algoddo. Tal procedimento era realizado em camara
de fluxo laminar.

Os tubos inoculados eram colocados em temperatura ambiente por 48 horas para
verificar o sucesso da inoculagdo e observar se houve contaminagéo do meio de cultura
por outro microrganismo. Apés esta etapa, os tubos de ensaio contendo a cultura pura
eram mantidos em uma camara fria (5°C) para diminuir 0 metabolismo do fungo, e

mantidos até futura necessidade de uso (FERREIRA, 2000).

3.4- Cultivo de Metarhizium anisopliae
3.4.1- Pré Cultura

Na pré-cultura, o meio de glicose era distribuido em erlenmeyers, contendo 100

mL em cada.

- o inoculo consistia na raspagem dos esporos com o auxilio de uma alga de
platina, obtidos dos tubos de ensaio contendo cultura pura. Posteriormente este meio era

levado para incubadora com agitagéo durante 120 horas.



- ja para a inoculagdo em meio liquido é necessario conhecer-se a quantidade de
esporos, expressa em esporos/mL. Isto foi realizado com o auxilio de uma camara de
Neubauer, da Optik Labor, com profundidade de 0, mm e drea do menor quadrado de

0,0025 mm’

Possuindo, portanto um volume de 0,0025mm® que é uma limina para
microscopio onde ha divisdes quadriculares com volume conhecido, onde é possivel
contar os esporos presentes.

A partir da solucdo filtrada, retira-se uma amostra com o auxilio de uma pipeta
Pasteur colocando-a na cimara de Neubauer. Em seguida, com o auxilio de um
microscopio com objetiva 40X conta-se a quantidade de esporos presentes em 5 quadros
aleatérios com volume conhecido de cada quadro de 4.10” mL e em seguida fez o

calculo da média do nimero de células contadas.

3.4.2- Testes de Cultivo em Incubadora com Agitacio:

-

Os ensaios realizados na incubadora com agitagdo foram mantidos em
elemmeyérs com um volume total de 100 mL de indculo, durante 120 horas a uma
temperatura de 37°C e agitagdo constante 150rpm. Para estes experimentos, utilizou-se
meios de glicose, efetuando as analises para massa seca e agucares redutores a cada 24

horas.

3.4.3- Analises Fisicas e Quimicas
A) Massa Seca

I- Filtragdo- massa seca foi determinada filtrando-se o material retirado com o
auxilio de uma bomba a vacuo, com papel filtro de faixa branca de 9cm de didmetro,

previamente pesado.

A massa filtrada juntamente com o papel foi colocada na estufa na temperatura de
105°C por um periodo de 24 horas para eliminar a umidade presente. A seguir era feita

uma nova pesagem dos papéis de filtro, agora contendo a massa filtrada e a massa seca



foi obtida por diferenca de massa liquida do papel. A pesagem foi feita em balanca

analitica com precisdo de 4 casas decimais.

2 — Centrifugagdo: utiliza-se a centrifugagfo por um intervalo de 5 minutos, numa
temperatura de 15°C a uma velocidade de 15000 rpm em centrifuga automatica, ao final
da centrifugacdo, retirava-se a massa e colocava em papel de filtro na estufa na

temperatura de 105°C por 24 horas.

B) Acucares redutores

A determinagdo da concentragdo dos agucares no meio foi feito pelo método do

DNS (MILLER, 1959). Este método dosa a concentragéo de agucares redutores.

C) Fator de rendimento

O fator de rendimento que relaciona a variagdo da massa celular e a variagdo do
actcar consumido foi feito de acordo com a fungdo Y %s = -Ax/As, partindo da

concentragdo inicial de glicose (20,0 g/L).
3.4.4 — Construcio da curva de calibracdo.

Para obten¢do das concentragdes de Glicose foi construida uma curva de
calibragdo para a glicose, com valores de concentragdo em fun¢do da transmitancia
obtida pela leitura no espectrofotdometro.

Para a construgdo da curva foram preparadas solugdes de concentragdes
conhecidas de glicose em 10 baldes volumétricos de 100 mL cada, com concentragdes

na faixa de 0,1 a 1,0 g/L.. O método utilizado para a construc@o da curva foi o DNS.

A Tabela 1 apresenta os valores de concentracdo e transmitadncia usados na
construgdo da curva de calibragdo, a Figura 1 mostra a curva obtida juntamente com a

equagdo empirica ajustada a sua correlagéo.

1N



Tabela 1 — Dados para a construcio da curva de calibragdo da glicose

Concentragéo LogT
0,1 1,98
0,2 1,96
0,3 1,93
0,4 1,88
0,5 1,87
0,6 1,85
0,7 1,81
0,8 1,78
0,9 1,76
1 1,72
Curvade calibragao
y = -3,4685x + 6,9807
© 1,5 e e e R? = 0,9922
] . . . S
§ ] o
c {iénci
§ 05 +Sggy\en01a1
S 0 : A ] i Linear
17 18 19 5 (Seqiiénciat)

LogT

Figura 2 —Curva de Calibragdo da Glicose

Pela curva de calibragdo com R 2~ 0.9922 obteve-se a Equagdo 1 que relaciona a
q

concentragdo de Glicose em fungfo da transmiténcia:

C (g/L) = - 3,4685. T (%) + 6,9807

11



4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-Ensaios em Incubadora com agitacio

A Tabela 2 apresenta as condigdes do Meio de Cultura 1, contendo Glicose (20,0
g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de Aménio (3,0
g/L), Fosfato de Potassio (5,0 g/L) referente aos Ensaios de 1 a 7; Meio de Cultura 2,
contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),
Sulfato de Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (10,0 g/L), referente aos Ensaios de 8

a l10.
Ensaio o pH Temperaturg Conceniracfes {g/i}
srcad Fenal i de Extrato delExirato delSulfato de
malte fevedura | amonio
1 5,29 2,77 37 : 1,2 2,5 3,0
2 5,26 2,74 37 20,0 5,0 1,2 2,5 3,0
3 5,02 2,43 37 20,0 50 1,2 2,5 3,0
4 5,22 3,09 37 20,0 5,0 1,2 2,5 3,0
5 5,45 2,65 37 20,0 50 1,2 2,5 3,0
6 5,32 2,86 37 20,0 5,0 1,2 2,5 3,0
7 5,08 2,92 37 20,0 5,0 1,2 2,5 3,0
8 5,02 2,65 37 20,0 10,0 1,2 25 3,0
9 4,85 2,9 37 20,0 10,0 1,2 2,5 3,0
10 4,95 2,8 37 20,0 10,0 1,2 2,5 3,0

Apresentagdo individual dos Ensaios de 1 a 10 estdio representados nas Tabelas de

3 a 12. Os valores da concentragio de glicose e massa seca sdo expressos de acordo com

as medias calculadas través dos valores observados nos respectivos Ensaios.
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na incubadora, utilizando-se como
Meio de Cultura glicose, numa temperatura de 37 ° C.

Tabela 3 -Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Amonio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 1.

Concentragao| Concentracac
Tempo{h) Transrotancialiy) i cellar{g/i)
0 71.7 529 12,95 0
0 74.3 5.33
24 71.8 5.20 12,935 1
24 72.2 5.21
48 78.3 3.40 2,46 7
48 78.2 3.49
72 81.8 3.43 2 8
72 81.8 3.27
96 89.4 2.86 1,19 10
96 88.0 2.85
120 90.3 2.76 1,06 11
120 90.7 2.77

Os resultados da Tabela 3 sdo apresentados na Figura 3

Concentragao de glicose (g/L)

Figura 3— Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 1 demonstrado na Tabela 3 observou-se que houve o consumo do
substrato no decorrer do tempo, a massa celular também aumentou proporcionalmente
ao consumo. Notou-se ainda que o crescimento maximo do fungo ocorreu até 72 horas.
O fator de rendimento que relaciona a variacio da massa celular com a variacdo do
agucar consumido demonstrou que houve crescimento, sendo que este Ensaio

apresentou Y= 0,56.
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Tabela 4- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Ambnio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 2.

Concentragis
de massa
Tempo (B} | Transmitancia % oH igfls celuiar {g/L;
85.9 5.26 12,75 0
0 86.2 5.31
24 86.0 5.21 13,1 0,545
24 84.8 522
48 84.5 4.16 7 8,5
48 84.4 4.18
- 72 84.1 3.10 7 11,5
72 83.5 3.06
96 88.7 2.94 57 12,5
96 86.7 2.90
) 120 941 2.77 3 12
120 93.2 2.74

Os resultados da Tabela 4 sdo apresentados na Figura 4
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Figura 4 —Resultados obtidos em incubadora com agita¢do a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 2 demonstrado na Tabela 4, o consumo do substrato teve uma
diminui¢do por volta de 48 horas com posterior retomada do consumo e observou-se
que a massa celular teve um crescimento continuo. O fator de rendimento que relaciona
a variacdo da massa celular com a variagdo do aglicar consumido demonstrou que houve

crescimento, sendo que este Ensaio apresentou Y= 0,70.
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Tabela 5- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Ambnio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 3.

Contentragio| Concentragao
de ghicose de massa
Tempo (b} | Transmitancia (%) pH {g/iy celular {g/L)
0 84,2 5,02 13,6 0
0 85,7 4,83
24 84,5 482 13,2 0,895
24 86,3 4,65
48 704 3,68 12,775 2,313
43 72,5 3,62
72 78,3 3,3 10,025 9,252
72 76,4 3,16
96 77,9 2,84 9,175 9,106
96 80,6 2,73
120 79,3 247 9,125 9,144
120 79,6 2,43

Os resultados da Tabela 5 sio apresentados na F igura 5

e A wn ()

—m—

Concentraciao de glicose

Figura 5 —Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 3 demonstrado na Tabela 5, o consumo do substrato teve uma
diminuigdo por volta de 48 horas, observou-se também que a massa celular teve um
crescimento continuo com maior expressio por volta de 48 horas e estabilidade em
torno de 72 horas. O fator de rendimento que relaciona a variacdo da massa celular com
a variagdo do aglcar consumido demonstrou que houve crescimento, sendo que este

Ensaio apresentou Y= 0,84.
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Tabela 6- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
- (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Amonio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 4.

; 20| Concentragao
de massa
Tempo (h} | Transmitancia (%) ok celutarigil )

0 84,2 522 0
0 84,5 519
24 834 4,92 14,65 1,451
24 83,8 5,03
48 74,4 3,89 10,88 8,33
48 76,6 3,78

- 72 78,3 3,58 9,6 9,152

- 72 78,3 3,57
96 83,7 3,08 7 8,522
96 81,7 3,14

h 120 78,9 3,12 9,32 9,102
120 79,1 3,09

Os resultados da Tabela 6 sdo apresentados na Figura 6
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Figura 6 —Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 4 demonstrado na Tabela 6, 0 consumo do substrato acentuou-se por
- volta de 24 horas sendo continuo até 96 horas e observou-se que a massa celular teve
um crescimento continuo a partir de 24 horas mantendo-se estével por volta de 48 horas.
O fator de rendimento que relaciona a variagdo da massa celular com a variagdo do
agucar consumido demonstrou que houve crescimento, sendo que este Ensaio

apresentou Y= 0,64,
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Tabela 7- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose

(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de

Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 5.

Concentragac| Concentracio
" de massa
Tempo Transmitanca %] pH g/i} ceiuiar{g/i.
0 82,8 5,45 16,25 0
0 83,1 52
24 829 47 16,75 1,113
24 82,5 4,36
48 71,7 3,78 14 2,471
48 71 3,65
72 74,2 5,88 12,625 2,877
72 73,7 577
96 77 5,53 11 4.1
96 77,1 2,84
120 74,5 2,88 12,5 6,92
120 73,8 2,65
Os resultados da Tabela 7 sdo apresentados na F igura 7
18
concemraga195 —/\ -
ke glicose g/L
12
°3 24 43 7 96 130 144

Figura 7 —Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 5 demonstrado na Tabela 7, o consumo do substrato teve uma
diminuicdo por volta de 24 horas, observou-se também que a massa celular teve um
crescimento descontinuo por volta de 48 horas. O fator de rendimento que relaciona a
variagdo da massa celular com a variagdo do agtcar consumido demonstrou que houve

crescimento, sendo que este Ensaio apresentou Y= 0,77.
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Tabela 8- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose

(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Aménio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 6.

Concentracac| Loncentragas
£ de massa
Tempo Transmitdncia (%] ok {g/Lls celular{ig/l )

0 70 5,32 14,25

0 70,8 5,33

24 73,4 4,5 12,25 43

24 75,6 4,98

48 78,9 3,45 10,125 4,35

48 79,8 3,26

72 81,1 3,3 8,75 5,412
72 80,6 3,15

96 84,9 3,12 7,375 55

96 83,6 3.1

120 82,5 2,9 8 57

120 83,1 2,86

Os resultados da Tabela 8 sdo apresentados na Figura 8

Glicose
CE I

Figura 8 —Resultados obtidos em incubadora com agitagdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 6 demonstrado na Tabela 8, o consumo do substrato teve uma
diminuicio continua a partir de 24 horas, observou-se também que a massa celular teve
um crescimento irregular por volta de 24 horas mantendo-se estavel. O fator de
rendimento que relaciona a variagdo da massa celular com a variagdo do agucar
consumido demonstrou que houve crescimento, sendo que este Ensaio apresentou Y=

0,40.
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Tabela 9- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Amonio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (5,0 g/L), referente ao Ensaio 7.

racao|Concentracan
i e 3
Tempo pH cetular{g/l
0 5,08 0
0 5,07
24 4,05 12,3 1,2
24 4,1
48 3,94 12,5 2,238
48 3
72 2,94 6,375 7,51
72 2,9
96 85,1 2,91 5 9,145
96 84,7 2,92
Os resultados da Tabela 9 sdo apresentados na Figura 9
-l C
—O— B
20
18 - R
o
16
4 [
o 14 ’
Ay 1
g 121 i w
§ 10 - :
© . 5
© 1 =
6
4 -
2 &
04— T T T T T T i
0 24 48 72 96

Tempo

Figura 9 —Resultados obtidos em incubadora com agitagio a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 7 demonstrado na Tabela 9, o consumo do substrato teve uma
diminui¢do entre 24 e 48 horas com posterior retomada, observou-se também que a
massa celular teve um crescimento continuo. O fator de rendimento que relaciona a
variagdo da massa celular com a variagdo do agticar consumido demonstrou que houve

crescimento, sendo que este Ensaio apresentou Y= 0,61.
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Tabela 10- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de

Amonio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (10,0 g/L), referente ao Ensaio 8.

ConcentracaoConos:

eIipa {21 feia i/l

0 66,1 5,02 16,125

0 66,5 5

24 72,9 4,84 11,5 2,35

24 76,4 4,88

48 78,1 3,61 9,625 3,555

48 78,4 3,72

72 79,1 2,65 9,25 3,805

72 79,2 2,71

96 85,1 2,67 6.5 5,4935

96 84,3 2,65

Os resultados da Tabela 10 sdo apresentados na Figura 10
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Figura 10-Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 8 demonstrado na Tabela 10, o consumo do substrato foi continuo,
observou-se também que a massa celular teve um crescimento proporcional ao consumo
de glicose. O fator de rendimento que relaciona a variagio da massa celular com a
variagao do aglicar consumido demonstrou que houve crescimento, sendo que este

Ensaio apresentou Y= 0,42,
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Tabela 11- Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de
Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (10,0 g/L), referente ao Ensaio 9.

Temgoo pH celularie
0 60,9 4,85 17,75 0
0 66 4,86
24 62,6 4,51 18,5 2,85
24 62,2 4,68
48 63 3,52 16,25 3,382
48 68,9 3,49
72 72,3 3,15 12,75 3,562
72 72,4 3,17
96 74,2 2,89 11,5 4,9375
96 75 2,9

Os resultados da Tabelal 1 sdo apresentados na Figura 11
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Figura 11 —Resultados obtidos em incubadora com agitagdo a 150 rpm ¢ 37°C

No Ensaio 9 demonstrado na Tabela 11, o consumo do substrato acentuou-se por
volta de 48 horas, observou-se também que a massa celular teve um crescimento
continuo com maior expressdo a partir de 24 horas. O fator de rendimento que relaciona

a variagdo da massa celular com a variacdo do agticar consumido demonstrou que houve

crescimento, sendo que este Ensaio apresentou Y= 0,58,



Tabela 12 Resultados obtidos na incubadora, Meio de Cultura contendo Glicose
(20,0 g/L), Extrato de Malte(1,2 g/L), Extrato de Levedura(2,5 g/L), Sulfato de
Ambnio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio (10,0 g/L), referente ao Ensaio 10.

COonceniracao _‘f:-ss?c:é;ns‘ma@
Transmitancia e glicose de ma
Tempo {93 0+ {g/L; ceiuar{g/i
0 63,1 4,95 17,625 0
0 64,5 4,86
24 71,8 4,51 12 2,955
24 75,4 4,68
48 771 3,52 9,875 3347
48 78,5 3,49
72 82,1 3,1 8,25 3,546
72 80,2 3,7
96 85,1 2,9 6,625 4,64
| 96 843 2,8

Os resultados da Tabelal?2 sio apresentados na Figura 12
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Figura 12 —Resultados obtidos em incubadora com agitagéio a 150 rpm e 37°C

No Ensaio 10 demonstrado na Tabela 12, 0 consumo do substrato foi continuo a
partir de 24 horas, observou-se também que a massa celular cresceu com maior
expressdo por volta de 24 horas. O fator de rendimento que relaciona a variagio da
massa celular com a varia¢do do agucar consumido demonstrou que houve crescimento,

sendo que este Ensaio apresentou Y= 0,42.
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Tabela 13- Resultados obtidos na incubadora, referentes aos Ensaios de | al0de
acordo com o Meio de Cultura 1, contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2

g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),

Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2
Sulfato de Aménio (3,0 g/L), Fosfato de Potéssio

Sulfato de Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de
Potassio (5,0 g/L) referente aos Ensaios de 1 a 7, e Meio de Cultura 2, contendo
g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L),
(10,0 g/L), referente aos Ensaios

de 8 a 10, apresentando o PH inicial e final, concentragdes de glicose e biomassa

iniciais e finais, e fator de rendimento.

[ Conceniracsdo ﬁ&?ﬁiiéﬁ;%ié’é&fgés}C,Ii}i'}!;ii“‘:é"é?fai;f%?i‘fCiﬁﬁ%“;z;%‘:i‘é??ﬁ{fﬁ{}
9 : inicial de final de

Ensaio pH | pH gicoge Liomassa biomassa  |rendimento -
1 529 (2,77 13,09 0 10,729 0,56
2 526 |2,74 12,75 0 12 0,7
3 502 (243 13,6 0 9,144 0,84
4 5,22 |3,09 14,075 0 9,029 0,64
5 545 (2,65 16,25 0 9,44 0,77
6 5,32 2,86 14,25 0 4,8 04
7 5,08 [2,92 16,875 0 9,145 0,61
8 9,02 /2,65 16,125 6,5 0 5,4935 0,42
9 485 | 29 17,75 11,5 0 4,9375 0,58
10 495 | 28 17,625 6,625 0 4,64 0,42 j

*Fator de rendimento Y ¥/, =Ax/As calculado sobre Glicose inicial (20,0)g/L.

Os resultados da Tabelal3 sio apresentados na Figura 13, 14, 15, 16.

Figura 13-Apresenta a relagdo entre as diferentes concentragbes de glicose

presentes nos Ensaios de 1 a 10, descritos na Tabela 13.

Relagao de diferentes concentragdes de glicose
nos ensaios de 1a 10
20 - —
3 Ensai
3 g 15 | B 7 B O Ensaio
§ @ 409 | . mConcentrac&o inicial de
£ § LB B ' glicose (g/L)}
25 518 § : ‘ _ : ~ O Concentragao final de
Q E 3 | ; H
(& s 3 g ; glicose (g/L)
0 Ll!,l i; : g ’ ) _
12 3 4 56 7 8 9 10
Ensaios
Figura 13 —Resultados obtidos em incubadora com agitacdo a 150 rpm e 37°C

N2



Figura 14-Apresenta as alteragdes de pH ocorridas nos Ensaios de 1 a 10, descritas
na Tabela 13.

Alteragoes no pH nos Ensaios de 1a 10

[ Ensaio
m pH inicial
1pH final

Ensaios

Figura 14 — Resultados obtidos em incubadora com agita¢do a 150 rpm e 37°C.

Figura 15-Apresenta a relagdo entre as diferentes concentragdes de biomassa
- observadas nos Ensaios de 1 a 10, descritas na Tabela 13.

Relacido da Biomassa inicial e final nos Ensaios de 1 a
10

1 Ensaio

B Concentracao inicial de
biomassa (g/L)

1 Concentragdo final de
biomassa (g/L)

Concentrac¢ao de
biomassa (g/L)

Figura 15 —Resultados obtidos em incubadora com agitagdo a 150 rpm e 37°C,
secas em Estufa retilinea. Concentragdo inicial de biomassa igual a 0.



Figura 16- Apresenta o resultado do fator de rendimento nos Ensaios de 1 a 10
descritos na Tabela 13.

Fator de rendimento nos Ensaios de 1a10

rEnsaio
m Fator de rendimento

Fator de rendimento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ensaios

Figura 16 — Figura 16 —Resultados obtidos estatisticamente, sendo Y*/s=Ax/As calculado
com glicose (20,0 g/L)

Com base nos resultados obtidos, observou-se 0 consumo de substrato no decorrer
do tempo, com consegiiente crescimento celular. O fator de rendimento que relaciona a
variacio da massa celular e a variacdo do agticar consumido demonstrou que houve
crescimento, sendo que a média do fator de rendimento nos Ensaios de 1 a 10 esteve em
torno de Y= 0,587.

O Meio de Cultura contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L),
Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de Amoénio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (5,0
g/L), relacionado & composigdo apresentava uma coloragdo amarelada de intensidade
média, o que facilitava a visualizagdo de pequenas esferas que formavam o crescimento
do fungo ao longo do tempo.

ALVES (1998) ressaltava que durante o processo de fermentagdo, ¢ comum na
produgdo de fungo em meios liquidos, a formag&o de pequenas esferas de micélio, de

aproximadamente 5 mm de didmetro.
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5- CONCLUSOES

Com base nos testes realizados:

- o fungo Metarhizium anisopliae desenvolveu-se melhor com pH entre 545 e

2.43 e este se tornou decrescente 20 longo do tempo;

- quando houve grande alteracio acima ou abaixo do pH citado, observou-se a
ocorréncia de contaminagio, devido ao fato deste fungo ser muito sensivel, o aspecto do

Meio de Cultura também se modificou ficando com coloragdo mais opaca;

- seu cultivo requer cuidados em todas as etapas, especialmente no momento da

inoculag¢do.

- de acordo com o fator de rendimento, o fungo apresentou em média fator de

rendimento em torno de Y= 0,587.

-0 tempo de fermentagdo foi de 120 horas em seis Ensaios e de 96 horas em

quatro Ensaios.

- nos Ensaios de 1 a 6 o tempo de fermentacdo foi de 120 horas, o Ensaio 7 foi de
96 horas, Meio de Cultura contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2
g/L), Extrato de Levedura (2,5 g/L), Sulfato de Aménio (3,0 g/L), Fosfato de
Potassio (5,0 g/L).

- nos Ensaios 8, 9 e 10 o tempo de fermentagdo foi de 96 horas, Meio de Cultura

contendo Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,2 g/L), Extrato de Levedura (2,5
g/L), Sulfato de Aménio (3,0 g/L), Fosfato de Potassio (10,0 g/L).
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